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Aktenzeichen cles Anmelders ode r Anwalts 

10892-GBF 


WEITERES siene Mitteiiung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenbenchts fFormblatt PCT ISA, 220 • sowie. soweit 
VORGEHEN zutreffend. nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/ 07115 


Internationales Anmeldedatum 
/ Tag Monat Jahrt 

25/07/2000 


iFruhestes! P'ioritatsdatum (Tag Monat Jam ) 

30/09/1999 


An m elder 

GESELLSCHAFT FUR BIOTECH. FORSCHUNG MBH (GBF) 



Dieser Internationale Recherchenbencht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Erne Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser Internationale Recherchenbencht umfaBt insgesamt _ 4 _ . __. Blatter. 

[X] Daruber hinaus liegt ihm jeweils erne Kopie der in diesem Bencht genannten Unterlagen zum Stand der Techmk bei. 



Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die Internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden. in der sie emgereicht wurde, sofern unter diesem Punkt mchts anderes angegeben ist. 



□ 



Die Internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)] durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die Internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden. das 
[ [ in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

[ | zusammen mitder internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form emgereicht worden ist. 

| X ] bei der Behorde nachtraghch in schnfthcher Form emgereicht worden ist. 

[X] bei der Behorde nachtraghch in computerlesbarer Form emgereicht worden ist. 

|~X~| Die Erklarung. daB das nachtraghch emgereichte schnfthche Sequenzprotokoll mcht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht. wurde vorgelegt. 

| X | Die Erklarung. daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schnfthchen Sequenzprotokoll entsprechen. 
wurde vorgelegt. 

| Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen isiehe Feld \ ). 
| Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung isiehe Feld llj. 

Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

| X | wird der vom Anmelder emgereichte Wortlaut genehmigt. 
I ] wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder emgereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b ' in der in Feld III nngegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 

j Anmelder kann der Behorde mnerhalb ernes fA/1onats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenbenchts erne Steilungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffenthchen: Abb. Nr. _ 1 _ 

[X] wie vom Anmelder vorgeschlagen [^] kerne der Abb. 

] weii der Anmelder selbst kerne Abbiidung vorgeschlagen hat. 

[ | weil diese Abbiidung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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PA T ENT COOPERATION TREAT V 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

(PCT Rule 61.2} 


To 

Commissioner 

US Department of Commerce 
United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

901 1 ^nnth Picric Plarp Rnnm 

CP2 5C24 

Arlington, VA 22202 
ETATS-UNIS D AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day month year) 

12 July 2001 (12.07.01) 




International application No. 

PCT/EPOO/07115 


Applicant's or agent's file reference 

10892-GBF 


Intprnatinnal filinn HatA (H a w/mnnth /yoa r) 

25 July 2000 (25.07.00) 


Drlnrih/ A ->**-v / A ~ - . < ^ r, ♦ K /. . ^ ~ - \ 

30 September 1999 (30.09.99) 


Applicant 

DECKWER, Wolf-Dieter et al 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X [ in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

10 April 2001 (10.04.01) 

| in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



The electio 



□ 



was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 





Authorized officer 


The International Bureau of W1PO 




34, chemin des Colombettes 


Odile ALIU 


1211 Geneva 20. Switzerland 




Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 


Form PCT IB 331 (July 1992) 


EP00071 15 
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International Application No 

fi^EP 00/07115 



Patent document " 
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Publication 
date 


Patent family 
member' sj 


Publication 
date 


DE 19706023 A 


20-08-1998 


AU 


6099398 


A 


08-09-1998 






WO 


9836036 


A 


20-08-1998 






EP 


0968300 


A 


05-01-2000 



W0 9525707 



28-09-1995 



AT 188203 T 

DE 69514218 D 
EP 0751923 A 



15-01-2000 
03-02-2000 
08-01-1997 
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Appi 
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10N92-GBF 
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in I err 


ationai application No. 
PCT EPOO <r] 15 


! International llhriLi date uA/v month \\\ir\ \ Priont\ date i Jj\ ■ nmtith \ t\;r \ \ 
25 July 2000 (25.0TOO) 30 September 1W (30.09.W) 


Inter: 
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Apph 


Caili 

GESELLSCHAFT FUR BIOTECHNOLOGISCHE FORSCHUNG MBH (GBF) 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary hxamimmi 
Authority and is transmitted to the applicant according to Anicle 36. 

This RHPORT consists of a total of 5 sheets, including this cover sheet. 

[7] Thls rc P° n ,s a!so accompanied b> ANNFXFS. i.e.. sheets of the description, claims and or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule "0. Id and Section 60"" of the Administrative Instructions under the PCT). 

These annexes consist of a total of 1^4 sheets 



I his report contains indications relating to the following items: 

I [ ■. j Basis of the report 

I ] ; Pnorin 

III | | Non-establishment of opinion with regard to novelu. in\enti\e step and industrial applicability 

[Y ! Lack of unit\ of m\ en! ion 

V Hj Reasoned statement under Article 35i2i with regard to no\elt\. mventne step or industrial applicability 

l — - citations and explanations supporting such statement ' * ' 

\ I i | Certain documents cited 

\'U | j Certain defects in the international application 

\ III [ \j c ertain obser\ations on the international application 



Hate of submission of the demand 




Date of completion of this report 


in April 200 1 { 


10. 04.0 1 i 


. IS January 2002 < IS. 0 1. 2002) 
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Name and mailing address of the I PI: 


A P. P 


Authorized officer 
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The amendments have resulted in the cancellation of 
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□ 

the claims. Nos. 

□ 

the draw ings. sheets tie 



.as original ly llied. 
. as amended under Article IV. 
. filed with the demand. 
. filed w ith the letter of 
. filed w ith the letter of 



2S Decemhor 200 1 / 2S . ! 2.2(H) ! 



. as originally filed. 
. tiled with the demand. 
. tiled w ith the letter of 
. tiled w ith the letter of 



This report has been established as if (some ofi the amendments had not been made, since thev ha%c been considered 
to go beyond the disclosure as tiled, as indicated m the Supplemental Box (Rule '0.2(e)). 



Additional obser\ atioiis. ifnecessarx: 



rm IV'l IP!- A 4m*-) ( Box I m January 1 s>^a > 



m 



INTKRNATIONAL PREI^^sARY EXAMINATION REPORT 



\ Reasoned statement under Article 35< 2 1 with regard to novelt\. in\entive step or industrial applicabtlin ; 
citations and explanations supporting such statement 



N o \ c i i \ ( N i 



Indu>!nai apphcah:i:!\ 1 1 A ■ 



( Luni - 
L iaim > 

C'iainv- 

Claim.- 
( iaini-. 



YES 
NO 
\ ES 
NO 

YES 
NO 



C:uuo:i> and c\piananon> 




I ^rrr. \\ i I!*! A 4"^ . M»»\ V . Ki:,u.ir> 1^4 




I or- !\ ! IP! \ 4<^ ,M,>\ VIII. i ) d mi iir\ I ^4 > 



VERTRAG UBER Q]JE INTERNATIONALE ZUSAIV^IENARBEIT AUF DEM 

iEBIET DES PATENTWESl 



iMME 



PCT 

INTERN ATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSE5F 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 
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Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
10892-GBF 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des mternationalen 
WEITERES VORGEHEN voriaufigen Prufungsberichts (Formbiatt PCT/IPEA'416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP00/07115 


Internationales Anmeldedatum (Tag Monat'Jahr) 
25/07/2000 


Priori tatsda turn (Tag/'Monat r Tag) 
30/09/1999 


Internationale Patentklassifikation (IPK) oder r 
C12N15/55 


lationate Klassifikation und IPK 



Anmelder 

GESELLSCHAFT FUR BIOTECH. FORSCHUNG MBH (GBF) 



1 Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen voriaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieGlich dieses Deckblatts. 

S Au3erdem liegen dem Bericht ANL^GEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 1-4 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

Grundlage des Berichts 
Prioritat 

III \~ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit. erlmdensche Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV \Z Mangelnde Einheitlichkeit der Erlindung 

V Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit. der erlinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit: Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI - - Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII "~ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Emreichung des Antrags 
10.04/2001 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
18.01.2002 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vor. aufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

^ Europaisches Patentamt 

0//) D ~ 80298 M^ n chen 
ZZ/' Tel. -49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter ^*5*^>v 
Steffen, P (* jj 

Tel. Nr. +49 89 2399 7307 ^ ^ 



Formbiatt PCT IPEA409 (Deckblattj (Januar 1994) 
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INTERN ATIONALER VO 1 
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I. 

1. 



2. 



Grundlage des Berichts 

Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rah men dieses Berichts ais "ursprunglich 
eingereicht" urtd sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regefn 70. 16 und 70.17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-19 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-16 eingegangen am 28/1 2/2001 mit Schreiben vom 27/1 2/2001 

Zeichnungen, Blatter: 

1/6-6/6 ursprungliche Fassung 



Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1-2, eingereicht mit Schreiben vom 16-10-2000. 

Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Verdffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 

internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

K in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, da3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehait der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 
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4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche. Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksbhtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behdrde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hmausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die sofche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Sttitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-16 

N.^in: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

D1: BACHMANN S L ET AL: 'PURIFICATION AND COOPERATIVE ACTIVITY OF 
ENZYMES CONSTITUTING THE XYLAN-DEGRADING SYSTEM OF 
THERMOMONOSPORA-FUSCA' APPLIED AND ENVIRONMENTAL 
MICROBIOLOGY, Bd. 57, Nr. 8, 1991, Seiten 2121-2130, XP000979271 ISSN: 0099- 
2240 

D2: HOLLICK G E: 'ENZYMATIC PROFILFR OF SELECTED THERMOPHILIC 
ACTINOMYCETES' MICROBIOS, Bd. 35, Nr. 141-142, 1982, Seiten 187-196, 
XP000979248 ISSN: 0026-2633 

D3: KLEEBERG I ET AL.: 'Biodegradation of Aliphatic-Aromatic Copolyesters by 
Themomonospora fusca and other thermophilic compost isolates' APPLIED AND 
ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY., 1998, Bd. 64(5), Seiten 1731-1735. 

D4: CRUZ HUGO ET AL: 'Sequence of the Streptomyces albus G lipase-encoding gene 
reveals the presence of a prokaryotic lipase family.' GENE (AMSTERDAM), Bd. 144, 
Nr. 1, 1994, Seiten 141-142, XP002159117 ISSN: 0378-1119 in der Anmeldung 
erwahnt 

D5: PEREZ CRISTINA ET AL: 'Cloning, characterization, and expression in 
Streptomyces lividans 66 of an extracellular lipase-encoding gene from Streptomyces 
sp. M11.' GENE (AMSTERDAM), Bd. 123, Nr. 1, 1993, Seiten 109-114, 
XP0021591 18 ISSN: 0378-1 119 in der Anmeldung erwahnt 



Das Dokument D3 wurde im internationalen Recherchenbericht nicht angegeben. Eine 
Kopie des Dokuments wurde dem schriftlichen Bescheid beigefugt. 

Die vorliegende Anmeldung betrifft ein Enzym welches Estergruppen aus Polyestern 
spaltet und aus Themomonospora fusca isoliert wird, sowie Antikorper gegen dasselbe, 
Zusammensetzungen und Verwendungen des besagten Enzyms. 

Die beanspruchten Enzyme nach Anspruch 1-5, werden nicht aus D1-D5 
vorweggenommen und sind damit neu nach Artikel 33(2) PCT. Das gleiche gilt demnach 
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fur Anspruche 7-16, welche sich auf Anspruche 1-6 beziehen. Zudem werden dem 
Fachmann nicht genugend Hinweise in D1-D5 geliefert, daB die Enzyme nach Anspruch 
1 existieren, und gegebenfalls ohne unzumutbaren Aufwand isoliert werden konnen. Somit 
beruhen Anspruche 1-6 auch auf erfinderischer Tatigkeit gemaB Artikel 33(2) PCT. Das 
gleiche gilt fur Anspruche 7-16, die sich allesamt direkt Oder indirekt auf Anspruche 1-6 
beziehen. 

Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Das estergruppenspaltenden Enzym aus Ansnrfiohen 1-3 ist !edig!ich durch cin PrczeB 
des Erhalten beschrieben, was zwar ausreichen kann das Produkt vom Stand der Technik 
abzugrenzen, was aber nicht unbedingt ausreicht um ein Proteinprodukt hinlanglich und 
klar zu definieren. Hierzu bedarf es meist zusatzlicher konkreter Informationen von 
nachmessbaren biochemischen sowie biophysikalischen Eigenschaften, sowie auch von 
Sequenzen. 

In Anspruch 6 ist der Ausdruck "eines Teils" extrem unprazise, so daB sich hier der 
Umfang des Anspruches nicht klar eingrenzen laBt. 
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Patent anspriiche 

1. Estergruppen von Polyestern spaltendes Enzym, das erhaltlich 
ist, indem der Mikroorganismus Thermomonospora fusca in einem 
geeigneten Nahrmedium in Anwesenheit eines Polyesters als 
Tnduktor kul tiviert , aus dem Ncihx medium ein libers tand mi t einem 
Gehalt an einem Estergruppen von Polyestern spaltenden Enzym 
gewonnen, das Enzym mit iiblichen biochemischen 
Reinigungsmethoden gereinigt und danach isoliert wird. 

2. Estergruppenspaltendes Enzym nach Anspruch 1, wobei es sich 
bei dem Mikroorganismus um einen Thermomonospora- f usca-Stamm 
handelt, der bei der Deutschen Sammlung fur Mikroorgani smen 
unter der Zugangsnummer DSM 43793 hinterlegt ist. 

3 . Estergruppenspaltendes Enzym nach einem der vorherigen 
Anspruche, wobei das Enzym aus dem Nahrmedium isoliert wird, 
indem aus dem Nahrmedium ein enzymhal tiger Kul turiiberstand 
gewonnen wird, der gegebenenf alls konzentriert werden kann, und 

durch Chromatographie , insbesondere durch Ionenaus tausch- 
und/oder hydrophobe Inter aktionschromatographie , das Enzym 
gereinigt wird. 

4 . Estergruppenspaltendes Enzym nach einem der vorherigen 
Anspruche, wobei das Enzym durch folgende Parameter 
gekennzeichnet ist: 



1 



GEAENDERTES BLATT 



28-12-2001 



Printed: 1 5-01 -2002^ 



CLMSPAMD 



00951 443-EP00071 15 




Molmasse: 27400 D (durch SDS-Gelelektrophorese bestimmt) bzw. 
28200 D (aus der Aminosauresequenz berechnet) 

Temperaturoptimum/-bereich: 65°C (30-80°C) , 

Temperaturstabilitat 70°C/30 min, 

pH-Optimum/-bereich: 6-7 (4- >8) , 

Isoelektrischen Punkt : 6 , 4 . 

5. Estergruppenspaltendes Enzym nach einem der vorherigen 
Anspruche, gekennzeichnet durch folgende Aminosauresequenz: 

ANPYERG PNP TDALLEASSG PFSVSEENVS RLSASGFGGG TIYYPREN 
NTYGAVAISP GYTGTEAS I A WLGERI ASHG FWITIDTIT TLDQPDSRAE 
QLNAALNHMI NRASSTVRSR IDSSRLAVMG HSMGGGGTLR LASQRPDLKA 
AIPLTPWHLN KNWSSVTVPT LIIGADLDTI APVATHAKPF YNSLPSSISK 
AYLELDGATH FAPNIPNKII GKYSVAWLKR FVDNDTRYTQ FLCPGPRDGL 
FGEVEEYRST CPF 



duch Substi tuition, Insertion oder Deletion von Aminosauren 
entstandene Mutanten ergeben, die Estergruppen von Polyestern 
spalten { isof unktionelle Enzyme). 



oder 
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6. Synthetisches Peptid oder Protein mit der Aminosauresequenz 
des estergruppenspaltendes Enzyms nach Anspruch 5 oder eines 
Teils dieser Sequenz davon. 

7. Polyklonaler Antikorper, der spezifisch gegen ein 
esterspaltendes Enzym nach einem der Anspriiche 1 bis 5 oder 
gegen ein synthetisches Peptid oder Protein nach Anspruch 6 
gerichtet ist . 

8. Monoklonaler Antikorper, der spezifisch gegen ein 
esterspaltendes Enzym nach einem dpr Anspriiche 1 bis 5 oder 
gegen ein synthetisches Peptid oder Protein nach Anspruch 6 
gerichtet ist. 

9. Hybridomzelle, die einen monoklonalen Antikorper nach 
Anspruch 8 bildet. 

10. Es tergruppenspal tende Zusammensetzung, die ein 
estergruppenspaltendes Enzym nach einem der Anspriiche 1 bis 5 
und/oder ein synthetisches Peptid oder Protein nach Anspruch 6 
sowie gegebenenf alls zusatzliche Enzyme, Stabilisatoren, 
geeignete oberf lachenaktive Substanzen und/oder geeignete 
organische Losungsmi ttel enthalt. 

11. Estergruppenspal tende Zusammensetzung nach Anspruch 10, 
wobei die zusatzlichen Enzyme Hydrolasen, insbesondere 
Esterasen, Proteasen, Cutinasen, Lipasen, Phosphoplipasen und 
Ly s opho sphop lipasen, sind. 

12. Estergruppenspaltende Zusammensetzung nach Anspruch 11, 
wobei die Hydrolasen aus unter Pseudomonas sp . , Rizomucor 
miehei, Candida cylindracea, Candida antartica, Asperigillus 
niger, Chromobac terium viscosum, Commamonas acidovorans, 
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Rhizopus arrhizus und Rhizopus delamar ausgewahlten 
Mikroorganismen stammen . 

13. Verwendung eines es tergruppenspal tenden Enzyms nach einem 
der Anspriiche 1 bis 5 oder eines synthetischen Peptids oder 
Proteins nach Anspruch 6 oder einer es tergruppenspal tenden 
Zusanunensetzung nach einem der Anspriiche 10 bis 12 zum Abbau von 
Estergruppen enthaltenden niedermolekularen und/oder 
makromolekularen synthetischen oder natiirlichen Verbindungen . 

14. Verwendung nach Anspruch 13, wobei es sich bci den 
Estergruppen enthaltenden makromolekularen Verbindungen urn 
aliphatische, cycloaliphatische, aliphatisch-aromatische , 
teilaromatische oder aromatische Polyester bzw. Copolyester, 
Polyes teramide , Polyes tercarbonate oder Polyes terurethane 
handelt, die kettenverlangert , verzweigt oder vernetzt sein 
konnen . 

15. Verwendung nach Anspruch 14, wobei die Estergruppen 
enthaltenden makromolekularen Verbindungen Copolymere , 
Mischungen bzw. Blends, Composits, Laminate oder Verklebungen 
mit anderen Werkstof fen bilden. 

16. Verfahren zur Herstellung eines Estergruppen von Polyestern 
spal tenden Enzyms, bei dem der Mikroorganismus Thermomonospora 
fusca in einem geeigneten Nahrmedium in Anwesenheit eines 
Polyesters als Induktor kultiviert, aus dem Nahrmedium ein 
Uberstand mit einem Gehalt an einem Estergruppen von Polyestern 
spaltenden Enzym gewonnen, das Enzym mit ublichen biochemi schen 
Reinigungsmethoden gereinigt und danach isoliert wird. 
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(57) Abstract: The invention relates to an enzyme which cleaves ester groups and which is can be obtained by cultivating the mi- 
croorganism Thermo monospora fusea in an appropriate nutrient medium, optionally in the presence of an mductor. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betnfft ein estergruppenspaltendes Enzym. das erhaltlich isi, indem der Mikroorganismus 
Thermomonospora fusca in einem geeigneten Nahrmedium, gege be nen falls in Anwesenheit eines Induktors, kultiviert wird. 
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Estergruppenspaltendes Enzym aus Thennomonospora fusca 

Die Erfindung bet riff t em estergruppenspaltendes Enzyrr. ( irr. 
folgenden auch EGS-Enzyna genannt) aus Thermomonospor a fusca, 
em Verfahren :u dessert Herstellung sowie seine Verwendung 
zum Abbau bzw. :ur Behandlung vcn Estergruppen ent ha 1 tender. 
Polymer en una niedermoie kularen Verbmdungen . 

Einleitung una Stand der Technik 

Polymer e una rr.akro^olekulare Werkstoffe, die einem kcntroi- 
iierten bioiogischen Abbau unter i legen konnen, gewinnen m 
den let z ten Jahren zunennend an Bedeutung. Eine Reihe von 
derartigen Prcaukten smd auf dem Mar kt bereits in inoust r i- 
ellen Mali stab verfugbar. Innerhalb dreser neuartigen Produkte 
nehmen Estergruppen enthaitende Pclymere (z.5. Polyester, Po- 
iyesterure thane , Poiyes teramide ) erne zentraie Roiie em. 
Beispieie fur bioabbaubare Kunststoffe auf Pol yes t erbasis 
smd z.3. Poly ( 3 -hydroxybutyrat-co-fi -hydroxy valerat ) , Poly (e- 
caproiacton ) oaer Poly ( but ylensuccinat ; . 
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Da Pciymere aufgrund ihrer Molekulgrofle die auliere Membran 
der mikrobiellen Zellen nicht passieren konnen, ist der erste 
una in der Regei geschwindigkeit sbes t immende Schritt des Ab- 
baus eine Molmassenreduzierung (Depolymerisierung) durch ex- 
trazellulare Enzyme. Polyester sind deshalb potentiell bioab- 
baubar, da die Esterbindungen grundsatzliche Angrif f spunkte 
fur solche extra zeliularen hydrolysierenden Enzyme darstellen 

Fur aliphatische Polyester sind seit langem Unter suchungen 
zum biologischen Abbau mit Hiife solcher hydrolysierenden En- 
zyme (z.B. Lipasen, ?HB-Depolymerasen) bekannt [Tokiwa et 
al., Polym. Mater. Sci . Eng. 62(1990), 988-992] [Jendrossek 
et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 46(1996), 451-4631]. Das 
Material wird mit einem ent sprechenden Enzym unter geeigneten 
Bedingungen inkubiert und der Abbau uber die Bildung von 
Spaitprodukten im umgebenden Medium oder uber den Gewichts- 
verlust der Prober, bestimmt. Fur die naturlichen Polyhy- 
droxyaikanoate wurden in der Regel hierfur spezieli isoiierte 
Hyaroiysen ( PKB-Depolymerasen ) eingesetzt, wahrend fur den 
Abbau synthetischer Polyester nicht spezieli fur den Zweck 
des Polymerabbaus isoiierte kommerzielle Lipasen etc. verwen- 
det wurden. 

Wahrend vieie aliphatische Polyester sich grundsat zlich als 
biologisch angreifbar erwiesen haben, gelten aromatische Po- 
lyester [z.B. Poly (ethylenterephthalat ) , Poly ( propylentere- 
phthalat), Polybut y lent erephthalat ) ] bekanntermafien als bio- 
logisch resistent. Urn die vergleichsweise zu aliphat ischen 
Polyestern besseren Verarbeitungs- und Anwendungseigenschaf - 
ten der aromatischen Strukturen zu nutzen, sind in den letz- 
ten Jahren biologisch abbaubare aliphatische-aromatische Co- 
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p:iyester en:v;:c::el: warden und veraer. in indust rielien Maf:- 
stab nergesteilt ;presse:r:fcrr:a:i:ri ae: 3 AS E AG, Luawigsha- 
f er., :ur K' 99-Messe in "usseiccr: vor, 17.03.93' . 

Daren die Einf iihrunq cier arcTia: iscnen Eomponent en. wirci jedoch 
cie biolcgische Abbaugeschwinaigkeit significant vermindert 
[Mailer al., Polym. Degrad. Stab. 59 (1998), S. 203-206 1. 

So kommen z.E. Jun ai. ;jun el ai . , J . Environ., Polym. 

n^grad. 2(1) (1994), S. 9-18] zu dem Schiufo, daft Copoiyester 
a us PET una FCL nicht Significant durch Lipasen (z.E. Pseudo- 
monas-sp . -Lipase ) angegri f f en we r den . 

Ein Abbau von insbesondere Pol yes te rami den mi t verschiedenen 
ublichen kommer ziellen Lipasen unter technischen Aspekten ist 
kiir ziich beschrieben worden [WO 98/36086] . In diesem Patent 
wird auch die Auflosung ernes Copolyesters aus Butandiol, 
Terephthaiat (40 Mol.-%) una Adipat (60 Kol.-%) beschrieben. 
Die vermeintiich fur technische Anwendungen geeignete Reak- 
tionen werden durch beispielweise 50 mg Enzym (Lipase aus 
Candida Antarctica) zu 0, 3-1, 5 g ernes Pelves teram ides :n Fo- 
lien- bzw. Plat ten form erreicht . Die erzielten Abbauraten 
1 leg en im Bereich von 600 mg Abbau/Woche. Eur den beschriebe- 
nen Abbau des aiiphat isch-aromat ischen Ccpclyesters mui3 eine 
Enzymmenge von 1% (in 100 ml Puffer) zu einem feinen Pulver 
des Copolyesters gegeben werden. Trotz der durch die kleine 
Part i kelgrofte bedingten erhebiicn grbfieren Oberfiache wire 
hier nur ein Abbau von 230 mg/Woche e r re rent . 

Kurziich konnte gezeigt werden, dafj aiiphat isch-aromat ische 
Copoiyester durch Mi krocrgamsmens t amme aus der Gruppe der 
Act inomyceten abgebaut werden kdnnen [Kleeberg et al., Appi . 
Environ. Polym. Degrad. 64(5) ; 1 9 9 8 ) , 1731-1735]. 
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Trctzdem besteht immer noch ein Beciarf nach einem hochaktiven 
estergruppenspaltenden Enzym, daft Polymere auf Polyesterbasis 
abbauen kann. 

Oberraschenderweise wurde erf indungsgemafi gefunden, daPj bio- 
lcgisch abbaubare, Polyes t ergruppen enthaltende Polymere, 
insbesondere auch aliphat isch-aromatische Copolyester, mit 
dem erfmdungsgemaften, im folgenden naher spezif izierten, ex- 
trazellularen Enzym aus dem zu den Act inomyceten gehorenden 
Mikroorganismus Thermomonospora fusca, insbesonere des Stam- 
mes Thermomonospora fusca DSM 43793, alleine oder im Gemisch 
mit anderen Enzymen mit einer auftergewohnlich hohen Abbauge- 
schwindigkeit bzw. -rate depolymer is ier t und in niedermoleku- 
lare Bruchstucke zerlegt werden konnen. 

Die Erfindung betrifft somit ein estergruppenspal tendes Enzym 
nach Patentanspruch I, ein synthet isches Peptid oder Protein 
nach Patentanspruch 6, polykionale bzw. monoklonale Antikor- 
per nach Patentanspruch 7 bzw. 8, Hybridomzellen nach Patent- 
anspruch 9, eine estergruppenspaltende Zusammenset zung nach 
Patentanspruch 11 sowie die Verwendung eines estergruppen- 
spaltenden Enzyms, synthet ischen Peptids oder Proteins oder 
einer estergruppenspaltenden Zusammenset zung nach Patenan- 
spruch 13. 

Vorteilhafte Ausf uhrungsf ormen sind Gegenstand der Unteran- 
spruche . 

Konkreter, j edoch ohne Einschrankung , betrifft die Erfindung 
ein estergruppenspaltendes Enzym, das erhaltlich ist, indem 
der Mikroorganismus Thermomonospora fusca in einem geeigneten 
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a ahrrr;e uian , gegebener. £ a 1 1 s ir. Anwesennei: eines Induktors, 



Vcr:ucsv;5ise saarrjat das e r f indungs genaae es t ercruppenspalten- 
de Bnzyin aas dea. The mornenospc r a - f as ca - S a arma , der bei der 
jeuiscr.er. Saaaniung far Mi krcor gani smer. a a a e r aer Zugangsnurr.- 
mer DSM ^ 37 93 hir.terlegt ist. 

Die Kultivierur.g '-rar.n durch in Batch-, Fed-3atch- oder konti- 
r.uieriichen Bearieb in syntherischen oder koa.piexen Me die a 
erfoigen. Dae Mi krcorgani sine a konnen dabea frei voriiegen 
oder aa einem festen T r age r immobi lisiert sein . Grundsat ziich 
kommen sowohi naturliche ais auch genetisch veranderte Mikro- 
orgarasmen in Frage. 

Geeignete Indukaoren fur die Ausscheidung aes Enzyms sind 
beispieisweise die Substrate selber, z.B. aliphat ische Poly- 
ester and /oder Oligoester, aliphatisch-aromat ische Copoly- 
ester . 

In einer bevorzugten Au sfuhrungsf ora wird das e r find una sgema- 
ile estergruppenspaltende Snzyrr. aufterdeai aus den N'ahrmediun 
isoliert, inden aus dera Nahrnedium ein enzymha it iger Kultur- 
aberaaaaa gewonnen wird, beispieisweise aurch Zentrif ligation, 
der gegebenenf ails konzenaraera werden kann, beispieisweise 
durch Ultrafiltration and /oder Amnicniurasul f at f aiiung , worauf 
nit ubiichen b i a a aerai s c a e a Re inigungsnet hoden , beispieisweise 
dure a Car ana to graphic , ins be sonde re durch Zenana us tausch- 
und/ Dder hydrophobe In a era kt lcnschronatcgraphie , das Bnzyrr. 
gereinigt wird . 



kuiaivi 



ert 
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Das erf indungsgemafte estergruppenspai t encie Enzym aus Thermo- 
monospora fusca DSM 43793 ist durch folgende Parameter ge- 
kennzeichnet : 

Molmasse: 27400 D (durch SDS-Gelele kt rcphorese bestimmt) bzw. 
23200 D (aus der Airanosauresequenz berechnet) 

Temperaturoptimum/-bereich : 65 °C (30-80°C) , 

Temperaturstabilitat : 70°C/30 min, 

pK-Optimum/-bereich : 6-7 (4- >8), 

Is:;---lektrischen Punkt: 6,4. 

Die Substratspezif itat umfaftt Estergruppen enthaltende Poly- 
mere, Triglyceride, Phthaisaureester . 

Nach einer bevorzugren Ausf uhrungs f orm hat das erf indungsge- 
mafoe est ergruppenspait ende Enzym aus Thermomonospora DSM 
43793 die folgende Aminosauresequenz : 

ANPYERGPNP TDALLEASSG PFSVSEENVS RLSASGFGGG TIYYPREN 
NTYGAVAISP GYTGTEASIA WLGERIASHG FVVITIDTIT TLDQPDSRAE 
QLNAALNHMI NRASSTVRSR I DSSRLAVMG HSMGGGGTLR LASQRPDLKA 
AIPLTPWHLN KNWSSVTVPT LI 1GADLDTI APVATHAKPF YNSLPSSISK 



AYLELDGATH FAPNIPNKII GKYSVAWLKR FVDNDTRYTQ FLCPGPRDGL 
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durch eine aurcr. Subs: :tu: ion, Insertion ode: leletion von 
dinosaur en en:s:ariGer.e nutierte Aninosauresequenz , die ein 
iscfunkt ionelles Enzyn erqib: . 

Die obi ge Aruineodur e sequer. z nder Teiie da von kcnnen selbst- 
ver standi ich auch synthetisch nach her kommlichen Verfahren 
hergesteilt we r den , beispielsweise -it e i n e n automat ischen 
" Peptide -Synthesize r " . 

Die Erfindung betrifft ferner polyklc-nale una nonoklcnale An- 
t i korpe r , die spezifisch gegen ein erf indungsgemaljes ester- 
spaltendes En z yn oder gegen ein en t spree hendes synthet isches 
Peptid oder Protein mt gieicher Funkticn und/oder toinosau- 
resequenz gerichtet sind, sowie Hybr idomzellen , weiche die 
rnonoklona ien Ant i korpe r bilden. Die Hersteiiung von poly- 
ode r ncnokionaien Antikdrpern b z w . die Hersteiiung der die 
letzteren biidenden Hybridone ist seit i an gen bekannt ( vgl . 
beispieisweise : E. Harlow, D. Lane, "Antibodies, A Laboratory 
Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 1988 ; E. Lideil, I. 
Weeks , "Ant i korpe r-Techni ken" , Spe kt run Akadem s oner Ver lag , 
1 996), so call es keiner weiteren Erdrterung bedarf. 

Daruber hinaus betrifft die Erfindung estergruppenspal tende 
Lusannenset zungen, cie ein erf indungsgemaljes es tergruppen- 
spai t endes Enzyn und/oder ein ent sprechenaes synthet isches 
Peptid oder Protein nit gieicner Funktion und/oder Aminosau- 
resequenz sowie gegebenenf ails zusat zliche Enzyne , Stabilisa- 
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toren, geeignete ober f lachenaktive Subs tan z en und/oder geeig- 
nete crganische Losungsmi ttel enthalt . 

Vorzugsweise handeit es sich bei den zusatzlichen Enzymen um 
Hydrolasen, insbesondere Esterasen, Proteasen, Cutinasen, Li- 
pasen, Phosphol ipasen und Lysophospholipasen . 

Besonders bevorzugt stammen diese Hydrolasen aus unter Pseu- 
domonas sp., Rizomucor miehei, Candida cylindracea, Candida 
antartica, Aspergillus niger, Chromobact er ium viscosum, Com- 
mamonas acidovorans, Rhizopus arrhizus und Rhizopus delamar 
ausgewahlten Mikroorganismen. Besonders geeignet sind auch 
die in WO98/36086 (Bayer AG) , auf die hier ausdrucklich Bezug 
genommen wird, offenbarten Mikroorganismen. 

Die Erfindung gibt aufrerdem die Verwendung eines erf indungs- 
gemaften estergruppenspal tenden Enzyms Oder eines syntheti- 
schen Feptids Oder Proteins mit gleicher Funktion und/oder 
Aminosauresequenz oder einer er f indungsgemafien es t ergruppen- 
spaltenden Zusammenset zung zum Abbau von Estergruppen enthai- 
tenden niedermolekularen und/oder makromolekularen syntheti- 
schen oder natiirlichen Verbindungen an. 

Vorzugsweise handeit es sich bei den Estergruppen enthalten- 
den makromolekularen Verbindungen um aliphat ische , cycloali- 
phatische, aliphat isch-aromat ische , teilaromatische oder aro- 
matische Polyester bzw. Copolyester, Polyesteramide, Poly- 
estercarbonate oder Polyes terurethane , die ke t tenver langer t , 
verzweigt oder vernetzt sein konnen. 

Die Estergruppen enthaltenden makromolekularen Verbindungen 
konnen beliebige Form haben und beispielsweise Copolymere, 
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Mischungen bzv;. Blends, Ccr.posirs, Laminate oder Ver klebungen 
rr.it anderen Werkstoffen ;::icer.. 

In Verfahren zum Abb a j vcr: Is tergruppen er.thai:er.aer. nieder- 
nolekuiarer; und/ocer ma k r omo lekulare n ( coiymerer, } Verbinaur.- 
gen unter Verwenaur.q des e: f indungsgemafjen es tergruppenspal- 
tenaer. Enzyms (oder ernes annar.a aer Artinosauresequenz syr. - 
thetisch herges t eilt er. Fnzyms; cae: einer dieses ent ha it enden 
Zusarnmensetzung konner. Auf losungsgeschwindigkei ten erreicht 
werden, die dene n vcr. bislang bekannten Systemen deutlich 
uberlegen sind una erne zachnischa Nutzung der enzymat ischen 
Eehandlung von Estergruppen enthaitenden Polymer en ermbgli- 
chen. Dies gilt msbesondere fur aliphat isch-aromat ische Co- 
polyester and Polyester-Blends, die erne hone wirtschaf tliche 
Bedeutung haben . 

Die Verwendung des er f indunasgemaften estergruppenspai tenden 
Enzyms (oder eines anhand der Aminosaur esequenz synthetisch 
heroes tel 1 ten Enzyir.s ) ooer einer diese enthaitenden Zusammen- 
setzuno zur Behandluna oer on en bzv:. :^ foigenden genannten 
Pclymeren :n teohnisoh reievanten For men , beispieisweise Fo- 
iien, Spr it zgufi. telle , Bes zhichtungen , Laminate, Sohaumen , 
Part ikei , Verklebungen, kann zur Erhdhung der Metaboiisie- 
runcsgeschwindickei t duroh Kikroorganismen , zur Auf a rbe it una 
von Produkten im Rahxen ernes Recyclings (z.B. zum Loser, von 
Ver klebungen oder Fntfernen von Beschi cht ungen : zur Ruckge- 
winnung von Pol ymerbaus teinen a us bioabbaubaren Polyneren 
oder zur Cberf iachenmodif izierung von Produkten aus Poly- 
ester n dienen. 

Die Behandiung ce r Polymeren rr.it einer geeigneten Enzymf ormu- 
I rerung , beispieisweise in Form ernes rohen Kul turuber s t andes 
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von Thermomonospora fusca, der gegebenef alls konzentriert 
werden kann, eines gereimgten Enzyms oder ernes syntheti- 
schen Enzyms oder einer diese enthal tenden Zusarnmensetzung, 
kann beispielsweise in waftriger Losung oder durch Auftragen 
der Enzymf ormulierung auf die Polymermat er ial ien erfolgen. 

Niedermolekuiare Esterverbindungen spielen als Additive in 
verschiedenen Polymeren eine Rolle. Auch solche Verbindungen 
lassen sich mit dem erf indungsgemaften Enzym spalten. 

Die durch das erfindungsgemafte Enzym (oder durch ein anhand 
der Aminosauresequenz synthetisch herges tell ten Enzyms) 
und/oder die diese enthaltende Zusarnmensetzung abbaubaren 
estergruppenhalt igen Polymeren umfassen neben den bereits 
oben genannten beispielsweise folgende: 

Estergruppen enthaltende synthetische und naturliche Polyme- 
re, insbesondere Lignine, Lignocellulose, Cutin, Suberin, 
aliphatische Polyester, insbesondere die in WO98/36086 (Bayer 
AG) , auf die hier ausdruckiich Bezug genommen wird, of fenbar- 
ten, besonders bevorzugt Polycaprolacton, aromatische oder 
teilaromat ische Copolyester, insbesondere die in WO98/36086 
(Bayer AG) offenbarten, besonders bevorzugt Terephthalsaure 
enthaltende , ganz besonders bevorzugt Copolyester aus 1,4- 
Butandiol, Terephthalsaure und Adipinsaure (BTA) , besonders 
bevorzugt mit einem Anteil von 30-70 Mol-% Terephthalsaure, 
Polyesteramide, insbesondere die in WO98/36086 (Bayer AG) of- 
fenbarten, Polymere, die Urethan- und Estergruppen enthalten, 
d. h. Polyesterurethane, und segmentierte Poiyure thane . 

Die Polyester kbnnen kettenverlangert , verzweigt oder ver- 
netzt sein. 
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Bescrders bevcrzugte konkrete Polyester sir.d Poly ( propyien- 
5u::iu5: .. , ?c ly bury ler.su :cir.at :■ , Poly !butyler.succinat-c:- 
ethyle.isuccinat; , ein Copolymer aus Berns teinsaure/Adipinsau- 
re/1, 2-Ethandici ." 1 , 4 -Eutandicl , Copclyir.erc- aus 1, 4-Butar:- 
diol /Adipins au re /Terepht ha Isau re . 

Die durch aas er f indungs gemale Bnzym (oder durch ein anhar,: 
ue: AmincGdur csequenz synrhptisch hercestellten inzyms; 
un:i/oder die diese enthaltende Zusamir.ense t zung abba u barer 
estergrupper.haltiaer* Polymeren konnen oeispielsweise vorlie 
gen a 1 s : 

Copo 1 ymere oder Genische (Blends) aus z we i oder men re r en ce 
oben genarn: en Poiymerer. , 

C: no: sits oder Laminate aus z we i oder rr.ehreren der oben ge 
nannten Poiymerer. oder deren Copclymeren oder Blends, 

Cmposits, lar.ir.ate oder Ver kiebunger rr.it naturiichen ode 
nodi f i zierten naturiichen polyneren Werkstof f en, insbesonder 
Starke und/ode r Cellulose ;z. B. Papier), 

Conposits, laminate oder Verklebungen nit an der en , nicht not 
wendi gerweise bicabbaubaren Werkstef f en ; z . B . Gias ) , 

Polymer f omul re run gen , die ubiiohe Full mi ttel , Base rver star 
Kuncen , Hi 1 f smi t t e 1 , Stabilisatoren en t ha 1 ten . 

Die erf indungsgemafte Verwendung umfaftt die Behandiung von Po 
iyneren in Bom von Part i kein , Suspens ionen , Emulsionen, Be 
scnioht ungen , Verklebungen, Biimen, Bo rnkdrpe rr , Fasern ode 



WO 01/23581 ^ PCT/EP00/07115 



Vliesen , Geweben, Schaumen. Die Materialien konnen chemisch, 
thermisch oder mechanisch vorbehandelt oder unbehandeit ein- 
gesetzt werden. 

Das Enzym wird beispieisweise in gepufferter Losung oder in 
ungepuf f erter Losung, gegebenenf alls unter Einstellung des 
pH-Wertes verwendet . 

Die Anwendung erfolgt beispieisweise durch Einbnngen von 
Estergruppen enthaltenden Subscanzen in geeignete Enzymlosun- 
gen oder durch Aufbringen einer geeigneten Enzymf ormulierung 
auf ent sprechende Subs t anzober f achen . 

Weitere Verwendungsmdgiichkei ten des erf indungsgemaflen Enzyms 
betreffen die Eehandlung der oben definierten Materialien zum 
Zweck der Vorbehandlung im Zuge einer Entsorgung, die Behand- 
lung der Materialien zur Trennung von Pr odukt komponenten , die 
Behandiung der Materialien zum Zweck der Ruckgewinnung ein- 
zelner oder aller Mater iaibausteine und die Behandiung von 
Materialien zum Zweck der Anderung von Ober f lacheneigenschaf - 
ten . 

Die folgenden Beispiele dienen zur Veranschaulichung der Er- 
findung und sind nicht als Beschrankung aufzufassen. 

1 . Kul t ivierung von Thermomonospor a fusca DSM 43793. 

Ein steriler mit Alukappen verschi ieftbarer Kul t ur kolben ohne 
Schikanen wird zwei Zentimeter hoch mit sterilem Medium (ent- 
sprechend DIN V 54900, Teil 2) gefullt. In den Kolben werden 
3 g/1 eines aus 1 , 4-Butandiol , Terephthalsaureester und Adi- 
pinsaure synthetisierten Copolyesters gegeben und mit 1 Vol.- 
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des inoculums aus emer Tor real t.*:r vcr. The rmcmc r.ospor a fusca 
beimp:: . Die Kul :ur v/irc 18 h ce: 5 5 C auf einem Runds chut t - 
ler mio 12C up- inkubiert . 

Nach Abbrucn der Kuliur weruen die Fes:s:o:fc mit SCO 0 x :_: 

bei 1 0 ~ C 20 mir. aio:e-: ri fugier: . Der Cberstanu enthai: das 
esterspaitende Enz ym . 

2. Abbau eines a 1 imati sch emmar i sm^ Cope Ivesters nit 
Thermcmonosoora fusca im Kilturucers: ana . 



The memo no sp era rusca DSM 43793 wire in einem Xmeralsalzrr.e- 
aiuai (siehe Beispiel 1) 24,5 h bei :5°C kult i vier t . 2 ml des 
organismenf reien Kul t uruberstandes w ercer. in eine Reagenzglas 
gegeben. Ein runder ?oi ymer f iim (Durchr.esser 0,9 cm) aus ei - 
nen Copol yes ter aus But andiol , Terephohalsaure und Adipir.sau- 
re (40 Mc i . - % Terepht ha I saur e in der Saurekcmponente ) wird in 

o 

den Kultur jberstand gegeben und 24 Stunden bei 55 C inku- 
biert. Der Gewicht sveriust. ces Films bee rage danaoh 2,575 

ma/;cmm Oberflache) . 

1. Iseiierunc des er f induneseemajlen eseerseal tencen Enzvms. 



Konzent r ierung : 

Der Kul turuberstana aus Eeispiel 1 v; ire in e me r Ami con - 
Jltraf iltrat ionskanmer ; Vol umen : 50 ml, Ei 1 z r a t i ens f lache : 4" 
Turn*' enter e i n e m Druek von 2 bar una einer Kembran mi z e mem 
Cut- off von 10 kDa auf 5 \ ces ursprungiichen Ve lumens kon- 
zentrier: . 
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Die weiter Reinigung erfclgt mit Hilfe einer Scandard-FPLC- 
Anlage "LCC-Pius" mit automat ischer Aquilibr ierung , Injektion 
und Elution (Pharmacia, Uppsala, Schweden) . Das konzent rierte 
Protein im Kuituruberstand (2,1 mg) wird in einem ersten 
Schritt uber eine Ionenaustauschersaule gereinigt. 

Parameter : 

Saule: UNO-Sl-Saule (Saulenvolumen 1,3 mi, BioRad, Munchen) 
Startpuffer: 20 mM Citratpuf f er (pH 4,0) 
Elution: (linearer Gradient) 1 M NaCl im Startpuffer 
Flul^rate: 2 mi/min 

Figur 1 zeigt das Elutionsprofil, wobei der schwarze Bai ken 
die Fraktionen markiert, die est ergruppenspal t ende Aktivitat 
auf weisen . 

In einem zweiten Schritt werden durch I onenaus t auschchromato- 
graphie erhaltene und Aktivitat aufweisende Fraktionen durch 
hydrophobe Interakt ionschroma tographie (HIC) weiter gerei- 
nigt . 

116 ug Protein aus durch lonenaustauschchromatographie erhal- 
tenen Fraktionen werden auf eine Phenylsepharosesaule aufge- 
tragen 

Saule: Phenyisepharose-CL4B-Saule (Saulenvolumen: 1,14 ml, 
Pharmacia, Uppsala, Schweden) 



WO 01/23581 




PCT/EP00/07115 



S t art ruf f er : 3,5 M Airjnor.iuT.su! far in 7.0 nM Phosphat puf f er (pH 
7,1; 

Eiution: ■■ S tuf engradier.t ) 20; Isoprcpancl in 20 rrl-1 Phosphat- 
puf f er ( pH 0,1) 

Fiukrate: 0, 3 mi/nir. 

Figur 2 zeiy^ aas Eiut ionsprof i 1 ,- wobei der schwarze 3a i ken 
die Fraktionen rr.arkiert, die esrergruppenspal tende Aktivitat 
auf weisen . 

Der Kui turuberstand weist eine spezif ische Aktivitat von 3,3 
U/mg auf. Nach der Ionenaust auschchromat ographie wird eine 
spezi f ische Aktivitat von 2IS u/ng und nach der HIC eine von 
360 U/mg erhalten. 

Chara kterisierung des er f indunasgemafien Enzyms . 

Fiaur 2 :e:ct die Ammosaur esequen z des er f indungsgemaiien En- 
zyms und das "Ai ignement " zur. Sequenzvergieich nit der 
Triacylgiyceroi-Lipase aus St reptonyces albus G und der 
Triacylglyceroi- A cyl hydrolase aus Streptomyces sp. Mil. Das 
"Multiple Alignment" wurde rr.it den Programm "PileUp" ersteilt 
(Wisconsin Package, Version 9.1, Genetics Computer Group, Ma- 
dison, WI, USA). Voneinander abweichende Aminosauren an glei - 
chen Positioner, sind schattiert dargesoelit. Die schwarz urn- 
randete Box mar kiert eine hochkonservierte Arinosauresequenz 
aus cem Bereich des aktiven Zen t rums von Lipase:.. Die Sequen- 
zen der beiden St rep tony ces -St amme stammen aus der S P-TREM3L- 
Datenoank (Release 7.0, OS/1998): Q56008 (Streptomyces sp. 
Mil), 059798 (Streptomyces albus G5 . 



WO 01/23581 PCT/EP00/07115 

16 



Zur Aiainosauresequenzierung wurde aas EGS-Enzym von den nach 
cier Reimgung noch vorhandenen Fremdprot einen isoiiert. Dies 
erfolgte durch Auftrennung der Proteine mittels praparativer 
SDS-Gelelektrophorese und Obertragung auf erne PVDF-Membran 
durch Western-Blotting. Nach der Farbung der Proteinbanden 
wurde die Bande des Enzyms aus der Membran ausgeschnitten und 
sequenziert . 

Zur Bestimmung der Gesamt sequenz wurde das Enzym mit Trypsin 
und GIuC verdaut. Die Trennung der entst andenen Peptide er- 
folgte durch HPLC ("reversed phase"). Die N-terminale Sequenz 
und die Peptidf raktionen aus der Verdauung der BTA-Hydrolase 
wurden uber einen "Edman-Abbau" in einem "Applied Biosystems 
473A Sequencer" ("gas-phase-mode") oder in einem "494A Proci- 
se HT Sequencer" ("gas-phase"- und "pulsed-liquid-mode" ) mit 
Standardprogrammen des Her s tellers analysiert. 

Durch Sequenzuberlappung und durch Vergieich cer Teiisequen- 
zen des EGS-Enzyms mit den Aminosauresequenzen zweier be- 
kannter St reptomyces-Lipasen wurde die Gesamt sequenz des En- 
zyms bestimmt . 

4 . Abbau von Estergruppen enthaltenen Polymeren mit dem er- 
f indungsgemaflen es tergruppenspal tend en Enzym . 

Unter steriien Bedingungen wurde in Reagenzglasern je ein Po- 
lymerfllm (d = 0,9 cm) mit 1 ml der gereinigten Enzymlosung 
(25 pg Enzym in 20 mM Phosphatpuf f er , pH 7,1) versetzt . Die 
Reagenzglaser wurden 17 h bei 55°C inkubiert. Der Gewichts- 
verlust der Polymerfilme diente als Mali fur die Enzymaktivi- 
tat . 
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Neben dem aiiphatiscn-aromatischer. Copolyesierr. ETA40:6C (4C 
mol ? Terephrhaisaure m cier Saurekoir.ponente ) und 3TA 63: 4G 
C : r.cl: Terephrhalsaure i n der Saure >or.pcner ; :e ■ wire: eir: 
aliphar ischer Polyester SF3:I3 ,aus 1 , 3-rropanaicl una 5ras- 
sylsaure syn:het:siert; scwie die koimr.er ziel len Es tergruppen 
enthaltenden Poly^ere Bayer Tir 1874 ( Polyesteramid aer Eirma 
Eayer AG), Eionolle ( aliphat ischer Polyester aer Eirma Showa 
Highpolyiuers ) ccv.de der naturliche bakterieile Pciyesrer 
? ( 3 H B ) abgebaut . Gegenuber P(3HB) weist das estergrupper.spal- 
ter.ae Enzym keir.e erkennbare Aktivitat auf. Bayer Tir 1874 
war zum Zeitpunkt aer Probenahme schon voll standi g solubiii- 
sieri und die angegebene Aktivitat stelit einen Mininalwert 
dar . Die Ergebnisse sine in Figur 4 dargestellt. 

5. Vergleich des erfinduncsqemafien estersoal tender EnzvTS rr.it 
der Lipase aus Pseudo^onas sp. 

In 6 ml physioiogischer Kochsal zlosung (pH 7,C) wer den je- 
weils Ei ime aus BTA4 0 : t C gegeben . Zu der Losung wer den j e- 
weils 50 ug des 1 eweii igen Enzyir.s (erf indunggenafies ester- 
spaitendes Bnzym bzw. Lipase aus Pseudomonas sp. von SIGMA 
Chemical Co., EC 3.1.1.3) gegeben. Der Ansatz wird bei aer 
i eweiligen cptimaien Temperatur der Enzyme mkubiert. Der 
Port schr it t des Abba us wird durch Titration aer gebiideten 
freien Sauren mit 0,1 M Ma OH verfolgt. Das Ergebnis ist in 
Eigur 5 dargestellt. 

Im Vergleich zur Pseudomona s -sp . -Lipase kann rr.it dem ernn- 
dungsgemaften Enzym eine wesentlich hohere Hyar o lysegeschwm- 
digkeit erreicht werden. 
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6. Spaltung von Triglycerides mit dem erf indungsaema^en 
esterspaltencien Enzym und ir.it der Lipase von Pseudomonas sp. 

0,5 ml der jeweiiigen Triglyceride weraen mit 5 ml einer 
Emuisionsldsung (4,475 g Had, 0,103 g KH2PO4 in einem Ge- 
misch aus 75 ml destilli ertem Wasser und 135 ml Glycerin 
(99,5%) geldst, mit 1,5 g Gununi-Arabicum versetzt und mit de- 
stilliertem Wasser auf 250 ml aufgefullt) und mit 4,5 ml de- 
stiliiertem Wasser versetzt. 

Die Subst rat losung wird direkt vor Begmn des Enzymtestes an- 
gesetzt und mit Hilfe eines Ult raturrax 1 1 min bei 13500 Upm 
homogenisiert . 

Danach wird die Subs t rat losung mit der Enzymlosung versetzt 
(20 \ig Enzym pro 6 ml Subsrrat losung ) , der pH-Wert auf pH 7,1 
eingestellt und die Ester spaltungen durch Titration mit 0,1 M 
NaOH verfoigt. in Figur 6 sind die Ergebnisse fur Triglyceri- 
de mit verschiedener Anzahi an C-Atomen in der Fettsaure- 
komponente dargesteiit. 

Es kann ein breites Spektrum an Fettsauren gespalten werden. 

7 . Spaltung von Phthalsaureestern mit dem erf indungsgemaBen 
est erspaltenden Enzym und mit der Lipase von Pseudomonas sp. 

Die Versuchsansat ze entsprechen denen von Beispiel 6. Anstel- 
le der Triglyceride werden Phthalsaureester mit unterschied- 
lichen Al kohol komponent en eingesetzt. Wahrend die Lipase aus 
Pseudomonas sp. nur den Dimethyl- und Diethylester spalten 
kann, hydrolysiert das er f indungsgemafte Enzym auch die Ester 
mit langer kettigen Alkoholen. Die Hydrolysegeschwindigkeiten 
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sir.a hoher ais cie der F seudcnor.as-sp . -Lipase . Die Ergebnisse 
sind in Fic^r 7 ciargesrell: . 
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Paten tansprliche 

1. Estergruppenspaltendes Enzym, das erhaltlich 1st, indem 
der Mikroorganismus Thermomonospora fusca in einem ge- 
eigneten Nahrmedium, gegebenenf alls in Anwesenheit ernes 
Induktors, kultiviert wird. 

2. Estergruppenspaltendes Enzym nach Anspruch 1, wobei es 
sich bei dem Mikroorganismus urn einen Thernomonospora- 
f usca-Stamm handelt, der bei der Deutschen Sammlung fur 
Mi kroorganismen unter der Zugangsnummer DSM 43793 hin- 
rer legt 1st . 

3. Estergruppenspaltendes Enzym nach einem der vorherigen 
Anspruche, wobei das Enzym aus dem Nahrmedium isoliert 
wird, indem aus dem Nahrmedium ein enzymhaitiger Kuitur- 
uberstand gewonnen wird, der gegebenenf alls konzentrier: 
werden kann, und 

durch Chromatcgraphie , insbesondere durch lonenaus- 
tausch- und/ oder hydrophobe Interaktionschromatographie , 
das Enzym gereinigt wird. 

4. Estergruppenspaltendes Enzym nach einem der vorherigen 
Anspruche, wobei das Enzym durch fcigende Parameter ge- 
kennzeichnet ist : 

Molmasse: 27400 D (durch SDS-Gelelektrophorese bestimmi! 
bzw. 28200 D (aus der Aminosauresequenz berechnet) 



TemperaturoptimumZ-bereich : 65°C (30-80°C) , 
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Tempera turstabili tat. : 7 0 ° Z / 3 0 ir.in, 
pK-Cpt imum/'-berei ch : 6-7 (4- >8), 
Isoeiektrischer. Punk:: 6,4. 

5. Estergruppenspaitendes Enzym nach einen der vorherigen 
Anspruche , gekennzeichnet curch die folgende Aminosaure- 

AN PYERGPN? TDALLEAS5G FFSVSEENYS RLSASGFGGG TIYYPREN 
NTYGAVAIS? GYTGTEASI A WLGERIASHG FVVITIDTIT TLDQPDSRAE 
QLMAALNHMI NRASSTVRSR IDSSRLAVMG HSKGGGGTLR LASQRPDLKA 
AIPLTPWHLN KNWSSVTVPT LIIGADLDTI APVATHAKPF YNSLPSSISK 
AYLELDGATH FAPNI PNKI I GKYSVAWLKR FVDNDTRYTQ FLCPGPRDGL 
FGEVEEYRST CPF 
cder 

aurch Substitution, Insertion oder Deletion von Anr- 
nosauren entstandene Kutanten, die isof unktionelie Enzy- 
me ergeben. 

6. Synthetisches Peptid oder Protein nit der Ammosaurese- 
quenz des estergruppenspaitenden Enzyms nach Anspruch 5 
oder eines Teiis dieser Sequenz davon. 
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7. Poiyklonaler Antikorper, der spezifisch gegen ein ester- 
spaltendes Enzym nach einem der Anspruche 1 bis 5 oder 
gegen ein synthet isches Pept id oder Protein nach An- 
spruch 6 gerichtet ist. 

8. Monoklonaier Antikorper, der spezifisch gegen ein ester- 
spaltendes Enzym nach einem der Anspruche 1 bis 5 oder 
gegen ein synthet isches Peptid oder Protein nach An- 
spruch 6 gerichtet ist. 

9. Hybridomzeiie, die einen mcnoklonaien Antikorper nach 
Anspruch 8 bildet. 

10. Estergruppenspaitende Zusamnense t zung , die ein ester- 
gruppenspa It endes Enzym nach einem der Anspruche 1 bis 5 
und/oder ein synthet isches Peptid oder Protein nach An- 
spruch 6 sowie gegebenenf alls zusatzliche Enzyme, Stabi- 
iisatoren, geeignete cberf lachenakt ive Substanzen 
und/oder geeignete organise he Losungsmittel enthait . 

11. Estergruppenspaitende Zusammenset zung nach Anspruch 10, 
wobei die zusat zlichen Enzyme Hydrolasen, insbesondere 
Esterasen, Proteasen, Cutinasen, Lipasen, Phosphoplipa- 
sen und Lysophosphoplipasen, sind. 

12. Estergruppenspaitende Zusanunense t zung nach Anspruch 11, 
wobei die Hydrolasen aus unter Pseudomonas sp., Rizomu- 
cor miehei, Candida cylindracea, Candida antartica, As- 
pergillus niger, Chromobacterium viscosum, Commamonas 
acidovorans, Rhizopus arrhizus und Rhizopus delamar aus- 
gewahlten Mi kroorganismen stammen. 
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13. Verwen dung ernes es: ercr-pper.spa 1 tender. Enzyrr.s nach ei- 
ner, der Anspruche 1 bis : ode: ernes syntheiischen Pep- 
tics oder Proteins r.ac;: Arspruch c ooer einer estergrup- 
per.spa 1 tencen Zusanir.ense: zung r.ac:. einem cer Anspruche 
10 bis 12 zut: Abba von Ester gruppen enthai tender, r.ie- 
dermole kuiarer. und/oder xakrcrtciekularen synthetischen 
oder naturlichen Verbir.dunqer. . 

14. Vei wt n d u n g nach Anspruch 1 1 , wocei e s s i c h b e i d e n 
Estergr upper en thai tender, ma krcxoie kuiarer. Verbindungen 
urt a iiphat is che , cycicaliphat ische , aiiphat isch -aroma - 
tische, teiiaroxat ische oder aromatische Polyester bzw. 
Ccpclyester, Polyesterair.ide , Polyester carbonate oder Po- 
ly esteruret rare handelt, oie kettenver langert , verzweigt 
oder vernetzt sein kdnnen. 

15. Verwendung nach Anspruch 14, wobei die Est ergruppen ent- 
ha 1 tender, rr.akromolekularen Verbindungen Ccpolymere, Mi- 
scr.ungen bzv;. Blends, Corrposrt s , Laminate oder Verkle- 
bungen ir.it anceren Wer kstcf f en bilden. 
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05 9798 DN FY ERG PA PTRAS I EAPR GPYAVSQTSV SSLWSGFGG 4 0 

05 60 0 8 ANPYERGPA FTNASIEASR GPYATSQTSV SSLVASGFGG 4 0 

EGS-Enzym . ANFYERGFN PTDALLEAS S GFFSVSEEIJV SRLSASGFGG 3 9 

Consensus . ANPYERGPA PT.ASIEASR GPYAVSQTSV SSLVASGFGG 4 0 



QE 9798 GTIYYFTSTG DGTFGAVWT PGFTATESSM AWLGPRLASQ 80 

056008 GTI YYPTSTA DGTFGAWI S PGFTAYQSS I AWLGPRLASQ 80 

EGS-Enzym GTI YYPRE - - NNTYGAVAIS PGYTGTEAS I AWLGERIASH 77 

Consensus GTI YYPTST . DGTFGAWI S PGFTATESS I AWLGPRLASQ 8 0 

Q59798 GFWFTIDTL TTLDQPDSRG RQMLAALDYL TER--SSART 118 

Q56008 GFVVMIDTk TTLDQPDSRG RQ L L SALD Y L TQR--SSVRT 118 

EGS-Enzym GFWITIDTI TTLDQPDSRA EQLNAALNHM INRASSTVRS 11/ 

Consensus GFWFTIDT. TTLDQPDSRG RQLLAALDYL T.R..SSVRT 120 

059798 RIDGTRLGVI GHSMGGGGTL EAAKSRPSLK AAI PLTPWNL 158 

Q56008 RVDATRLGVM GHSMGGGGSL EAAKSRTSLK AAI PLTGWNT 158 

EGS-Enzym RIDSSRLAVM GHSMGGGGTL RLASQRPDLK AAI PLTPWHL 157 

Consensus RID. TRLGVM GHSMGGGGTL E.AKSRPSLK AAI PLTPWNL 160 

Q59798 DKTWPEVTTP TLWGADGDT VAPVATHAKP FYSSLPSSTD 198 

056008 DP:TWPELRTP TLWGADGDT VAPVATHSKP FYESLPGSLD 198 

EGS-Enzym NKNWSSVTVP TLI IGADLDT IAPVATHAKP FYNSLPSSIS 197 

Consensus DKTWPEVTTP TLWGADGDT VAPVATHAKP FY.SLPSS.D 200 



Q5 97 9S RAYLELNNAT HFAPNLSMTT IAKYSVSWLK RFIDDDTRYE 238 

Q56008 KAYLELRGAS HFTPNTSDTT IAKYSISWLK RFIDSDTRYE 238 

EGS-Enzym RAYLELDGAT HFAPNIPNKI IGKYSVAWLK RFVDNDTRYT 23 7 

Consensus RAYLEL . GAT HFAPN . SNTT IAKYSVSWLK RFID . DTRYE 24 0 



059798 QFLCPLPVPD R - - DI EEYRG TCPLGG 262 

056008 QFLCPIPRPS L- -TIAEYRG TCPHTS 262 

EGS-Enzym QFLCPGPRDG LFGEVEEYRS TCPF-- 261 

Consensus QFLCP.PRP. L . . . I EEYRG TCP... 266 



Q56008: triacylglycerol acyl hydrolase 
Q59798: triacylglycerol lipase 
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# 

Gesellschaft fur Biotechnolo- 
gische Forschung GffbH 



Unser Zeichen: 10392 

Neue Internationale Patentanmeldunq 



Estargrupponspaltendes Enzym aus Thermomonospora fusca 

Di* Erfmdung betrifft ein estergruppenspaltendes Enzym (im 
folgenden auch EGS-Enzym genanct) aus Thermomonospora fusca, 
©in verfahren zu dessen Herstellung sowie seine Verwendung 
2i.im Abban bzw. zur Behandlung von Estergruppen enthaltenden 
Polymeren und niedermolekularen Verbindungen. 

Einieitung unci Stand der Technic 

Polynere und rca kronolekulare Werkstoffe, die einem kontrol- 
lierten biologischen Abbau unterliegen kttnnen, gewinnen in 
der. ietzten Jahren zunehmend an 3edeutung. Eine R^ih* von 
derartigen Produkten sind auf dem Markt bereits inr. industri- 
eilen Maftstab verfUgbar. Innerhalb dieser neuartigen prcdukte 
nehsr.en Estergruppen enthaltende Poiymere (z.B- Polyester, Po- 
lyesterurethane, Polyesteramide) eine zentrale Rolle ein. 
Beispiele fur bioabbaubare Kunststoffe auf Polyesterbasis 
sine z.B. Poly (fi-hydroxybutyrat-co-B-hydroxyvalerat) , Polyle- 
caprolactor;) oder Poly (butylensuccmat ) . 
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Za Polyr.ere aufgrund ihrer MoIekUlgrSfie die auflere Membra n 
der mikrobiellen Zellen nicht fcssieren konnen, 1st der ersta 
und in der Pegel geschwindigkeitsbestimmende Schritt des Ab- 
baus eine Mcimassenreduzierung i Oepclymerisierung) durch ex- 
trazellulSre Enzyme. Polyester sind deshalb potentiell bioab- 
baubar. da die Esterbindungen grundsa t z 1 i che Ar.gr i f f spunkte 
fur soiche extrazeliularen hydrolysierenden Enzyme darstelien 

Fur aliphatische Polyester sind seit langem Untersuchungen 
zum biologischen Abbau mit Hilfe solcher hydrolysierendon En- 
zyme (z.B. Lipasen, PHB-Depoiyrr.erasen) bekannt [Tokiwa et 
al. # Pclyn. Mater. Sci . Eng. (92 ('1990), 988 - 992] [Jendrossek 
et ai., Appl. Microbiol. 3ictechncl. 46(1996), 451-4631]. Das 
Material wird mit einem entsprechenden Enzym unter geeigneten 
Bedingungen inkubiert und der Abbau Uber die Bildung von 
Spaltprodukten im umgebenden Medium oder uber den Gewichts- 
verlust der Proben bestimmt. Fur die natOrlichen Polyhy- 
droxyaikanoate warden in der Regel hierfUr speziell isolierte 
Hydrolysen [ PHB-Depolymerasen ) eingesetzt, wShrsnd fur den 
Abbau synthetischer Polyester nicht 3peziell fur den Eweck 
de? Pol y m srabbaus isolierte kommer zie lie Lipasen etc. verwen- 
det wurden . 

wahrend viels aliphatische Polyester sich grundsat zlicn als 
biologisch angreifbar erwiesen haben, gelten aromatische Po- 
lyester [z.B. Poly (ethylenterephthalatl r Poly (prcpylentere- 
phthalat}, Pclybutylenterephthalat) ] bekanntermafien als bio- 
icgisch resistent. Urn die verglaichsweise zu aliphatischen 
Pol yes tern besseren Ve ra r be i tunas - und Anwendungseigenschaf - 
ten der aromatischen Strukturen zu nutzen, sind in den letz- 
ten Jahren bioiogisch abbaubare aliphat ische-aromat ische Co- 
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polyester entwickelt worden und werden in Indus t r i ellem Maft- 
stab hergsstellt [ Presseinf ormation der BASF AG, Ludwigsha- 
fen, zur K'98-Messe in Dusseldorf vom 17.03.98]. 

Durch die EinfUhrung der aromatischen Komponenten wird jedoch 
die bio log is che Abbaugeschwindigkeit signif ikant vermindert 
[Mullcr ^ al., Polym. Degrad. Stab. 59 (1998), S. 203-208]. 
So kommen z.B. Jun et al. [Jun et al., J. Environ., Polym. 
Degrad. 2(1} (1994), S. 9-18] zu dem Schluft, daft Copolyester 
aus PET und PCL nicht signifikant durch Lipasen (z.B. Pseudo- 
monas-sp . -Lipase) angegrif f en we r den . 

Ein Abbau von insbesondere Polyesteramiden mit verschiedenen 
ublichen komnerzielien Lipasen unter technischen Aspekten ist 
kurziich beschrieben worden [WO 96/36036]. In diesem Patent 
wird auch die AuflSsung eines Copolyesters aus Butandiol, 
Terephthalat (40 Mol.-%) und Adipat (60 Mol.-%) beschrieben. 
Die verir.eintlich fur technische Anwendungen geeignete Reak- 
tionen we r den durch beispielweioe 50 mg Enzym (Lipase aus 
Candida Antarctica) zu 0,3-1,8 g eines Polyesteramides in Fo- 
lien- bzw. Piattenform erreicht. Die erzielten Abbauraten 
liegen im Bereich von 600 mg Abbau/Woche. Fur den beschriebe- 
nen Abbau des aliphatisch-aromatischen Copolyesters muft eine 
Enzyrmenga von 1% (in 100 ml Puffer) zu einem feinen Pulver 
des Copolyesters gegeben warden. Trotz der durch die kleine 
Part ikelgrofte bedingten erheb] ich gro3eren Cberfiache wird 
hier iiur ein Abbau von 230 mg-'Woche erreicht. 

Kutzliuh konnts gezeigt werden, daft aliphatisch- aromatische 
Copolyester durch Mikroorcanismens tannine aus der Gcuppe der 
Actinomyceten abgebaut werden konnen [Kleeberg et al., Appi. 
Environ. Polym. Degrad. 6-2 (5^ (1998), 1731-1735]. 
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Trctzdem besteht ixir.er noch ein Bedarf nach einem hochaktiven 
estergruppenspaltenden Enzym, daf: Polymere auf Polyesterbas is 
abbauen kann. 

Oberraschenderweise wurde erf indungsgemaB gefunden, dali bio- 
looiseh abbaubare, Polyestergruppers enthaltende Polymere, 
insbesondere auch aliphat lsch-arcma t isrhe Copolyester, mit 
derr erf indungsgema&en, im folgendsn naher spezif izierten, ex- 
trazellulSren Enzym aus dem zu den Act inomyceten gehorendsn 
MLkrcorganismus Thermomonospora fusca, insbesonere des Stam- 
mes Thermomonospora fusca DSM 4 37 93, alieine oder im Gemisch 
mit anderen Enzymen mit einer aii^ergewShnl ich hohen Abbauge- 
schwindigkeit bzw. -rate depolymer isiert und in niedermoleku- 
lare BruchstUcke zerlegt warden konnen. 

Die Srfindung betrifft scnit ©in estergruppenspaltendes Enzym 
nach Pateatanspruch 1, ein synthstisches Peptid cder Protein 
nacl* Pateatanspruch 6, poiyklonale bzw. monoklonale Antikflr- 
per nach Patentanspruch 7 bzw. 8, Hybridomzellen nach Patent- 
ansc.:uch 9, eine estergruppenspalt ande Zusammensetzung nach 
Patentanspruch 11 sowie die Verwendung eines estergruppen- 
spa]tendea Enzyros, synthet ischer. Feet ids oder Proteins oder 
einer estergruppenspaltenden Z-.isarrmensetzung nach Patenan- 
sprL ch 13. 

Vcrteilhafte Ausf uhrungsf ormen si rid Gegenstand dcr Unteran- 
spr'Lche . 

Konkreter , jedoch ohne Einschrankung, betrifft die Erfindung 
ein estergruppenspaitendes Enzym, das erhotltlich ist, indem 
der Mi kroorganismus Thermomonospora fusca in einem geeigneten 
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Nahrmedium, gegebenenf alls in Anwesenheit eines Induktors, 
kuitiviert wird . 

Vorzugsweise stammt das erf indungsgemSfie estergruppenspalten- 
de Enzym aus derr, Thermomonospora - f usca-Stamm, der bei der 
Deutschen Sammlung far Mikrocrganismen unter der Zugangsnum- 
me: 03M 43^?^ hinterlegt ist. 

Die Kultivierung kann durch im Batch-, Fed-Batch- oder konti- 
nuxerlichen Betrieb in synthetischen oder komplexen Medien 
erfclgen. Die Mikroorganismen k5nnen dabei frei vorliegen 
Oder an einem festen Trager imrr.obilisiert sein, Grundsat zlich 
kommcn sowohl natOrliche ais auch genetisch veranderte Mikro- 
crganismen in Frage. 

Geeignete Induktoren fiir die Ausscheidung des Enzyns sind 
beispielsweise die Substrate seiber , z.B. aiiphatische Poly- 
ester und/oder Oligoester, aliphatisch-aromatische Copoly- 
ester . 

In einer bevorzugten Ausf Uhrungsf Drir. wird das erf ir.dungsgema- 
f :e estergruppenspaltende Snzyir. auSerdera aus dem Nahrmedium 
isoliert, indeir. aus dem Nahrmedium ein enzymhalt iger Kuitur- 
Uberstand gewonnen wird, beispielsweise durch Zentr if ugat ion , 
der gegebenenfails kcnzsntrieit werdsn kann, beispielsweise 
durch Ultra f i 1 trat ior. und/oder Anur.oniuinsul fat fal lung f worauf 
mit Qbiichen biochemischen F.eir igungsmethoden, beispielsweise 
durch Chromatographic, insbesondere durch ionenaustausch- 
und/oder hydrophobe Interaktionschiomatographie , das Erizyrr. 
gereinigt wird. 



Das erfind-jngcgemalie estergruppsnspaltende Enzym aus Thermo- 
monospora fusca DSM 437 93 ist durch folgende Parameter ge- 
kennzeichnet : 



Molmasse: 27400 D (durch SDS-Gelelektrophorese bestimnt) bzw. 
282C0 D (aus der Aminosauresequenz berechnet) 



Temperaturoptimum/-bereich: 65 V C (3Q-SC°C) , 
Temperaturstabilitat : 70*C/30 irdn, 
pK-Optirnum/-bereich : 6-7 >8) , 



Isoelektri.5chen Punkt: 6,4. 

Die Substratspezifir.at umfalit Estergruppen enthaltende Poly 
mere, Triglyceride, Phthalsaureester . 

Nach einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm hat das er findungsge- 
~3 fie esterccuppenspaltende Enzym aus Thermomcnospora DSM 
43793 die fclgendo Aminosauresequenz : 

ANPYERGPNP TDALLEASSG PFSVSEENV3 RLSASGFGGG TIYYPRSN 
NTYGAVAISP GYTGTEASIA WLGERIASHG fVVITIDTIT TLDQPDSRAE 
QLNAALNHMI NRASSTVRSR IDSSRLAVMG HSKGGGGTLR LASQRFDLKA 
AIPLTPWHLN KNWSSVTVPT LI IGADLDII APVATHAKPF YNSLPSSISK 



AYLELDGATH FAPNIPNKII GKYSVAWLKP. FVDNDTRYTQ FLCPGPRDGL 




F3EVEEYRST CPE 
oder 

durch eine durch Substitution, Insertion cder Deletion von 
Aminosauren entstandene mutierte Aminosauresequenz, die em 
iaof unkti^neLle3 Enzp ercibt . 

Die obige AminosSuresequenz oder Teile davon konnen selbat- 
verstandlich auch synthe-isch nach herkommlichen Verfahren 
hergestelit werden, beispielsweiae mit einem automatischsn 
"Peptide-Synthesizer M . 

Die Erfindung betrifft ferner polykionale und monoklonale An- 
tikorper, die spezxtxsch gegen ein erf indungsgemaftes ester- 
spaltendea Enzym oder gegen ein entsprechendes synthet isches 
Peptid oder Protein mit gieicher Funktion und/oder Aminosau- 
resequenz gerichtet sind, sowie Hybridomzellen, welche die 
monoklonalen Antikorper bilden. Die Herstellung von poly- 
oder monoklonalen Antikorpern bzw. die Hersteliung der die 
Letzteren biidenden Hybridome ist seit iangem bekannt (vgi. 
beispielsweise: E. Harlow, D . Lane, "Antibodies, A Laboratory 
Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 1938; E. Lidell, I. 
Weeks, "Ant i korper-Techniken" , Spektrum Akademischer Verlag, 
1996), so dao es keiner weiteren Erorterung bedarf. 

Daruber hinaus betrifft die Erfindung estergruppenspaltendc 
Zusanunensetzur.gen, di* e:.n er f indungsgemaBes es tergruppen- 
spaitendes Enzym und/oder ein entsprechendes synthet isches 
Peptid oder Protein mit gieicher Eunktion und/oder Aminosau- 
resequenz sowie gegebenenf alia zusat^liche Enzyme, Stabilisa- 
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toren, geeignete oberf lachena kt i vg Substanzen und/oder geeig- 
n^t* crgar:is~.ne Losungsmittel erithait- 

Vorzugsweise handelt es sich bei den zusatzlichen Eruymen urn 
Hydrolasen, msbesondere Esterasen, Proteasen, Cutinasen, Li- 
pasen, Phospholipasen und Lysophosphol ipasen . 

Besonders bevorzugt stammen diese Hydrolases ans unter Pseu- 
domonas sp . , Rizornucor miehei, Candida cylindracea, Candida 
antartica, Aspergillus niger, Chromobacterium viscosum, Com- 
mamonas acidovcrar.s, Rhizopus arrhizus und Rhizopus delamar 
ausgewahl^en Mi kroorgan ismen . Besonders geeignet sind auch 
die in WO98/36086 (Bayer AG), auf die hier ausdrucklich Bezug 
genomrr.en wird, offenbarten Mikroorganismen . 

Die Erfindung gibt aufterdem die Verwendung eines erfindungs- 
gemai'en e 5 1 e rgruppenspal t anden Enzyms Oder einos syntheti- 
schen Peptids Oder Proteins mit gleicher Funkticn und/oder 
toinosSuresequenz oder einer erf Lndungsgemaflen estergruppen- 
spaltenden Zu sanunenset zung zum Abbau von Estergruppen enthal- 
tendon r. iedermolekularen und/oder r<a kromoiekularen syntheti- 
scher oder naturiichsn Verbindungen an. 

Vorzugswsisft handelt es sich bei den Estergruppen enthalten- 
den makromclekularen Verbindungen urn aliphatische, cycloali- 
phatische, aliphatisch-aromatische, teilaromatische oder aro- 
rratiiche Polyester bzw. Copolyester, Polyesteramide, Poly- 
estercarbonate oder Polyesterurethane, die kettenver langert , 
verzweigt oder vernetzt sein konnen. 

Die Estergruppen entha ltenden rr.akrcmolekularen Verbindungen 
konnen beliebige Form haben und beispielsweise Copolymer®, 



Kischungen tzw. Blends, Composits, Laminate oder Verkiebungen 
rcit ardertr. Werkstoffen bilden. 

In Verfahrer. zum Abbau von Estergruppen enthaltenden nieder- 
molekularor unc-'oder makromolekularen (polymeren) Verbindun- 
gen unter Verwendung des erf indungsgemS&en estergruppenspal- 
tend-n Enzyp--. (oder eines anhand der Arainosauresequenz syn- 
thetisch hergestel Iten Enzyms) oder einer uicses enthaltenden. 
Zusammensetzung kSnnen Auf lesungsgeschwindigkeiten erreicht 
werden, die denen vcn bislang bekannten Systemen deutiich 
Uberlegen sind and sine technische Nutzung der enzymat ischen 
Behandlung von Estergruppen enthaltenden Polymeren ermbgli- 
cher., Dies gilt insbesondere fOr al Lphatisch-aromat.ische Co- 
polyester una Polyester-Blends, die eine hohe wirtschaf tliche 
Bedeutung ha ben. 

Die Verwendung des erf indungscema&en estergruppenspaltenden 
Enzyms (oder eines anhand der ^juinosauresequenz synthetisch 
hercesteliten Enzyms) oder einer diese enthaltenden Zusammen- 
setzung :ur Behandlung der oben bzw. 1m folgenden genannten 
Polymeren in techr.isch reievanten Formen, beispielsweise Fo- 
iien r SpritzgulSteile, Beschichtungen, Laminate, SchSumen, 
Partikei, Verkiebungen, kann zur Erhohung der Metabolisie- 
rungsgesnhw: ndigkcait durch Mikrcorganismen, zur Aufarbeitung 
vcn Produkten irr, Rahnen eines Recyclings (z-B. zun LOsen von 
Verkiebungen oder Entfemen von Beschichtungen) zur Ruckge- 
winnung von Polymerbaus teinen aus bioabbaubaren Polymeren 
oder zur Ober f iachenmodif izierung von Produkten aus Pcly- 
estern dienen. 

Die Seha-dlung der Polymeren mit einer geeigneten Snzymfcrmu- 
lierung, beispielsweise in Form ernes rohen Kultur'Jberstandes 
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vcr. Therir.omonospora fusca, der gegebenefalls konzentriert 
werder. kanr. f ernes gereinigten Enzyms oder eines syntheti- 
schen Enzyms oder einer dies* enthaltenden Zusarruenset zung , 
kam beispielswGise in wailrigec Losung oder durch Auftragen 
der Enzymforrnulierurg auf die Polymerrnaterialien erfolgen. 

Niedermolekulare Ssterverbindungen spielen ais Additive in 
verschiedenen Polyneren eine Roiie. Auch solche Verbindungen 
lassen sich mit dem erf indungsgemMfcen Enzym spalten. 

Die dujcch das er f indungsgemSfte Enzyn (oder durch ein anhand 
der AminosSuresequenz synthetisch hergestellten Enzyms) 
und/oder die diese enthaltende Zusamnenset zung abbaubaren 
estergruppenhaltigen Polymeren axfassen neben den bereits 
oben genannten beispielsweise folgende: 

Estergruppen enthaltende synthetische und natOriicne Polyme- 
rs, insbasondere Lignine. Lignocelluicse , Cutin, Suberin, 
alichatisch* Polyester, insbesondere die in WO98/36086 (Bayer 
AG: , auf die hier ausdrUckiich Bezug genommen wird, offenbar- 
ten, besonders bevorzugt Polycaprolacton, aromatische oder 
teilaromatische Copolyester , insbesondere die in WO96/36086 
(Bayer AG; offenbarten, besonders bevorzugt Terephthalsaure 
enthaltende, ganz besonders bevorzugt Copolyester aus 1,4- 
Butandioi/ Terephthalsaure und Adipins^ure (BTA) , besonders 
bevorzugt mi*-, einem Anteii von 30-70 Mol-* Terephthalsaure, 
Polyestersrr.ide, insbesondere die in WO98/36086 (Bayer AG) of- 
fenbarten, Poiymere, die Urethan- und Estergruppen enthalten, 
d. h. Polyesterurethane, und segr.ent ierte Polyurethane. 

Die Polyester konnen kettenverlangert , verzweigt oder ver- 
netzt sein. 
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Besonders bevorzugte konkrete Polyester sind Poly (propylen- 
succinat) , Foly (butylenguccina^ ) , Poly ( butylensuccinat-co- 
ethyler.succinat) , ein Copolymer aus Bernsteinsaure/Adipinsau- 
re/1, 2-Ethandiol/l , 4-Butandiol, Ccpolymere aus 1 , 4-Butan- 
diol /Adipinsaure/TerephthalsSure . 

Die durch das erf indungsgemafle Enzym (oder durch ein anhand 
der AminosSuresequenz synthetisch hergestellten Enzyms) 
und/oder die diese enthaltende Zusammensetzung abbaubaren 
estergruppenhaltigen Polymeren konnen beispielsweise vorlie- 
gen a 1 s : 

Copolymer oder Gemische (Blends- aus zwei cder mehrsren der 
oben genannten Polymeren, 

Conp^sits oder Lamina tie aus zwei cder mehreren der oben ge- 
nanrten Poiyrr.eren oder deren Copol ymeren oder Blends, 

Compos its. Laminate Oder Verklebungen mit natUrlichen cder 
modif izierten naturlichen polymeren Werkstof f en, ir.sbesondere 
Starke und/cder Cellulose (z. B. Papier), 

Cor.posits, Laminate oder Verklebungen mit anderen, nicht not- 
wendigerweise bioabbaubaren Werkstoffen (z.B. Glas), 

Poiymerfcrmui ierungen, die ubliche FUllmittel, Fas erverstar- 
kuncea, Hilf smittel. Stabilisatoren enthalten. 

erf indungsgenSfte Verwendung urafaftt die Behandlung von Po- 
lymery in Form von Partikeln, Suspensionen, Emulsionen, Be- 
schichtungen, Verklebungen, Filmen, FormkOrpern, Fasern oder 



12 



Vliesen, Seweben, Schaumen. Die Materialien kdnnen chsmisch, 
th^r.risch oder rnechanisch vcrbehandelt oder unbehandelt ein- 
gosotzt werden . 

Da:" Enzym wird beispielsweise in gepufferter Lttsur.g oder in 
ur.gepuf f erter Losung, gegebenenralis unter Einstellung des 
ph -W^ j. te 3 '. r 9 r wpndet . 

Die Anwendung erfolgt beispielsweise durch Einbringen von 
Est.ergruppen enthaltenden Substanzen in geeignete Enzymlosun- 
cer. oder durch Aufbringen einer geeigneten Enzymf ormulierung 
auf ent sprechende Substanzcber f achen . 

Wo it ere VerwendungsmSglichkeiten des erf indungsgemaften Enzyms 
betreffen die Behandlung der oben definierten Materialien zum 
Zweck der Vorbehandlung in 3uge einer Entsorgung, die Behand- 
lung der Materialien zur Trennung von Produkt kompor.enten, die 
Behandlung der Materialien zum Zweck der Ruckgewinnung ein- 
zeiner ccer ailer Materialbausteine und die Behandlung von 
Materialien zum Zweck der Anderung von Oberf lacheneigenschaf - 
ten . 

Die folgenden Beispiele dienen zur Veranschaulichung der Er- 
findung und sind nicht als BeschrSnfcung aufzufassen. 

1 . Kult ivierung von Thermomonospora fusca D SM 437 9 3 . 

Ein stsriler rnit Aiukappen versch JLieBbarer Kulturkoiben ohne 
Schikanen wird zwei Zentimeter hoch mil sterilem Medium (ent- 
sprechsnd DIN V 54900, Teil 2) gsfullt. In den Kolben werden 
3 g/i eines aus 1 , 4 -Butandiol , Terephtha Isaureester und Adi- 
plnsSure synthetisierten Copolyesters gegeben und rr.it 1 Vol.- 
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* des Inoculums aus einer Vorkultur von Thermomonospora fusca 
beimprt. Die Kultur wird IS h bei 55 °C auf einem Rundschiitt- 
ler mit 120 "Jpn inkubiert. 

Nach Abbruch der Kultur werden die Feststoffc mit 80C0 x g 
bei ic'c 20 mm ab7.ent ri f ugier t . Der Oberstand enthait das 
esterspcil* ends En?, ym . 

2. Abbau eines aliphatisch-aromatischen Copolyesters mit 
Therrnomonospora fusca im KulturUberstand . 

Therrr.orr.onospora fusca DSM 43793 wird in einem Mineralsalzme- 
diun (siehs Beispiel 1) 24,8 h bei 55°C kultiviert. 2 ml des 
organismen f reien Kulturuberstandes werden in eine Reagenzglas 
gegeben. Sin runder Polymer film. Durchmesser 0,9 cm) aus ei- 
nen Ccpolyester aus Butandiol, TerephthalsMure and Adipinsau- 
re (40 Mol.-% Terephtha IsMure in der SSurekomponente ) wird in 

o 

den Kulturuberstand gegeben und 24 Stunden bei 55 C mku- 
biert. Der Gewichtsverlust des Films betrMgt danach 2,575 
mg/(cm2 oberflache) . 

2j 1 sol ierung des er f indungsgemaften ester spa 1 ten den Enzyms_. 
Kcnzent rierung: 

Der Kulturuberstand aus Beispiei 1 wird in einer Amicon- 
Uitraf iitrationskarnxrer (Voiunen: 50 ml, Fil trationsf lache : 47 
mm : ) unter einem Druck von 3 bar und einer Membra n mit einem 
Cut.- oi£ von 10 kDa auf 5* des ursprUng I ichen Volumens kon- 
zent rier t . 
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Die welter Reinigung erfcigt rrlt Hilfe einer Standard-FPLC 
Ar.lage "LCC-Flus" rr.it automat ischer Aquil ibrierung , Injektion 
and FAuti.cn (Phamacia, Uppsala, Schweden). Das konzentr ierte 
Protein in Ku 1 tur Qberstand '2,1 mg) wird in einem ersten 
Schritt ;':bar sine Ioner.austauschersaule gereinigt. 

rararr.eter : 

SSule: UN0-5I-Saul« ( S3u lenvglumen 1,3 ml, BioRad, Munchen) 
Startpuffer: ZQ mM Citratpuffer (pH 4,0) 
Elution: (linearer Gradient) 1 M NaCl itn Startpuffer 
Fluftrate: 2 rnl/nin 

Figur 1 zeigt das Eiut icnsprof il - wobei der schwarze Balken 
di^ Frafctionen narkiert, die es t ^rgruppenspaltende Aktivitat 
auf waisen , 

In einem zweiten Schritt werder. durch lonenaustauschchroroato- 
graphie erhaltene and Aktivitat aufweisende Fraktionen durch 
hydrophobe Int e ra kt ionsch romat oar aphie (MIC) welter gerei- 
nigt. 

116 ug Protein aus durch Ionenaustsuschchromatographie erhal- 
tenen Fraktionen werden auf eine Fhanylsepharosesaule aufge- 
tragen 

Sauls: Fhenylsepharose-CL^B-Sauie ( saulenvolumen : 1,14 ml, 
Phamacia, Uppsala, Schweder) 
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Startpuffer: 0,5 M Ammoniumsulf at in 20 Phosphatpuf f er (pH 

7,1} 

Elution: ( Stufengrad lent ) 30% Iscpropanol in 20 snM Phosphat- 
puffer (pH 7 f 1) 

F 1 ^ u r a t e : 0,3 ml/min. 

Figur 2 zsigt das Elutionsprof i 1 , wobei der schwarze Balken 
die Fraktionen markiert, die estergruppenspaltende Aktivitat 

a u f we i sen . 

Dei' Kuituruberstand weist eine spezifische Aktivitat von 3,3 
u/mg auf- Nach der lonenaustauschchromatographie wird eine 
spezifische Aktivitat von 218 U/mg und nach der HIC eine von 
36C U/mg erhalten. 

Charakter i .3 i e r u n q des erfindungsg* r 3 e n. Enzyms . 

Figur 3 zeigt die Aminos^uresequenz des erf indungsgemaften En- 
zyms und das "Alignement" -urn Sequenzvergleich mit der 
T r i a cyl glycerol -Lipase aus St reptomyces albus G und der 
Triacylglycerol-Acylhydrolase aus Streptomyces sp. Mil. Das 
"Multiple Alignment" wurdc rr.it dem Programs "PileUp" erstellt 
(Wisconsin Package, Version 9.1, Genetics Computer Group, Ma- 
dison, WI, USA) . Vonsinander abwsichende Aminosauren an glei- 
ch-n Positionen sind schattier:: dsrgesteilt . Die schwarz um- 
randete Eox narkiert eine hochkcnservierte Aminosfiuresequenz 
air, dem Bereich des aktiven Zentrums von Lipasen. Die Sequen- 
zen der beiden 5treptcmyce3-Stsmme st amine n aus der SP-TREMSL- 
Datenbar.k (Release 7.0, 08/1938): Q56008 (Streptomyces sp. 
Mil) r Q59798 (Streptomyces albus G) . 
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Zur An-.incsauresequenzierung wur-is das EGS-Enzym von den nach 
der Reinigung ncch vurhandaner. Frenvdproteinen isoliert. Dies 
erroigte durch Au ftrennung der Protein© mittels praparat iver 
SDS-Gelelektrophorese und Obertragung auf eine PVDF-Membran 
durch Western-Blotting, Nach der Farbung der Prcteinbanden 
wnrde die Bande des Enzyms aus der Membran ausgeschnitten und 
sequenziert . 

2ur Bestimmung der Gesamtsequenz wurde das Enzym mit Trypsin 
und GIuC verdaut. Die Trennung der entstandenen Peptide er- 
folgte durch HPLC ("reversed phase"). Die N-terminale Sequenz 
und die Peptidf raktionen aus der Verdauung der BTA-Hydrolase 
wurden iiber einen " Ed^an-Abbau " in einem "Applied BiC3ystems 
473A Sequencer'' f "gas-phase-mode" ) oder in einem "4 94A Preci- 
se HT Sequencer" ("gas-phase"- und "pulsed-liquid-mode" ) mit 
Standardprogranmen des Hersteliers analysiert. 

Durch SecuenzUberiappung und durch Vergleich der Teilsequen- 
zen des EGS-Enzyms -it den AminosSuresequenzen zweier be- 
kannter Streptomyces-Lipasen wurde die Gesamtsequenz des En- 
zyms best irr.T.t . 

4 . A bbau von Esterqruppen enthalte ren Polyn ieren mit dem er- 
g indun qsq ema^en es tergruppenspa Iter den Enzym. 

Unter 3terilen Bedingungen wurde in Reagenzglasern je ein Po- 
lymerfllrr (d - 0,9 cm) mit 1 rr.l der gereinigten Enzymlttsung 
(25 yg Enzyr. in 20 mM Phosphatpuf f er , pH 7,1) versetzt. Die 
Peagenzglaser warden 1"? n bei 55°C inkubiert. Der Gewichts- 
verlust der Polymer I i Lme diente ais MaG fur die Enzymaktivi- 
tat . 



Neben dem a J. iphat isch-aronatischen. Copolyestern 3TA40: 60 (4C 
irola Terephthaisaure in der S3urekcmponente ) una BTA 60:40 
(60 mcl% Terephthaisaure in der Saurekomponente ) wire! ein 
aiiphat isrher Polyester 5P3:13 :au3 1 , 3-Propandiol und Bras- 
sylsaure synthet isiert '■ sowie die kommer ziel len Estergruppen 
enthaltenden Pciymere Bayer Tir 1374 ( Polyesteramic der Firma 
Bayer AG), Bionolie f aiiphatis»cher Polyester der Firma Showa 
Highpoiymejcrs) sowie der natiirliche bakterielle Polyester 
P(3HB) abgebaut. GegenUber P(3H3) waist das estergruppenspal- 
tende Enzyrr. koine erkennbar® Aktivit&t auf. Bayer Tir 1874 
war zun Zeitpunkt der Probenahme schon vollst&ndig solubili- 
siert und die angegebene Aktivit&t stellt einen Minimalwert 
dar. Die Ergebnisse 3ind in Figur 4 dargestellt. 

5. Vergleic'n des er f indunqsgenaften esterspal tenden Enzyms m it 
der Lip ase aus Pseudomgnas sp . 

In 5 ml uhysioiogischer Kochsa 1 z lSsung (pH 7,0) werden je- 
weils Filrr.e aus BTA4C:60 geceben . Zu der Losung werden je- 
weils 50 ug des jeweiligen Enzyms ( er f indunggem&fre5 ester- 
spaltendes Enzym bzw. Lipase aus Pseudomonas sp. von SIGMA 
Chemical Co., EC 3.1.1.3: gegeben. Der Ansatz wird bej. der 
jeweiligen optinalen Temperatur der Enzyme inkubiert. Der 
Fortschritt des Abbaus wird durch Titration der gebildeten 
freien Sauren mit 0,1 M NaOH verfolgt. Das Ergebnis ist in 
Figur 5 dargestellt. 

Im Veruleich zur Pseudorronas-sp . -Lipase kann mit dem erf in- 
dungsgercSSen Enzym eir.e wesentUch hOhere Hydrolysegeschwin- 
digkeic erreicht werden, 
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6 . Spaltung von Triglycerides mit dem erf jndungsgem£3en 
ester spaltenden Enzym and mit d e: Lipase von Pseudomonas sp. 

0,3 ml der jeweiliger. Triglyceride werden mit 5 ml einer 
Emulsionslbsung (4,475 g NaCl, C,103 g KH2PO4 in einem Ge- 
misch aus 75 ml dest i 1 1 iertem Wasser und 135 ml Glycerin 
(99,5%) geiSst, mit 1,5 g Gummi-Arabicum versetzt und mit de- 
stiiiier^em Wdsser auf 250 ml s'lfgeffil It ) und mit 4,5 ml de- 
stiliiertem Wasser versetzt. 

Die Subst ratlosung wird direkt vor 3eginn des Enzymtestes an- 
gesetzt una mit Hilxe eines (Jit raturrax ' 1 min bei 13500 Uprn 
homo g en 1 s i e r t . 

Danach wird die Subst ra t iSsung mit der Enzymldsung versetzt 
(20 ug Enzym pro 6 ml Substratiosung) , der pH-Wert auf pH 7,1 
eingesteiLc und die Esterspai tungen durch Titration mit 0,1 M 
NaOH verfolgt. Tn Figur 6 sine die Ergebnisse fur Triglyceri- 
de mit verschiedener Anzahl an C-Atomen in dor Fettsaure- 
komponente dargestellt . 

Es kann ein breites Spektrum an FettsSuren gespalten werden. 

7 . Spaltung von Phthaiaaureestern mit dem er findunqsqemai3sn 
ester spai tend en Enzym und mit der Lipase von Pseudomonas sp. 

Die Versuchsans&tze entsprechen denen von Beispiel 6. Anstel- 
ie der Triglyceride warden Phthaisaureester mit unterschied- 
lichen A.I. kohol komponenten eingesetzt. Wahrend die Lipase aus 
Pseudomonas sp . nur den Dimethyl- und Diethylester spalten 
kann, hydrolysiert das er f indungsgemafte Enzym auch die Ester 
nit langerkett igen Alkoholen. Die Hydrolysegeschwindigkeiten 
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sind hdher als die der Pseudomonas-sp . -Lipase . Die Ergebnisse 
sind in Figux: "7 dargastellt , 
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Patentanspruchs 

F.st?: ur uppanspa 1 tendes Enzyir, das erhaitlich ist r indem 
der Mikrcorganismus Thermomonospora fusca in einem ge- 
ei.gr,pier. Nahrmedium, gegebenenf alls in Anwesenheit eines 
Inductors, icultiviert wird. 

2. Estergruppenspalt^ndes Enzyn nach Anspruch 1, wobei es 
sich bei dem Mikrcorganismus um einen Thermomonospora- 
fusca-Stamm handelt, der bei der Deutschen Sammlung fur 
Mikroorganismen unter der Zugangsnummer DSM 43793 hin- 
teriegt ist- 

3. Estergruppenspaltendes Enzyzn nach einem der vorherigen 
Anspruche, wobei das Enzym aus dem Nahrmedium isoliert 
wird, indem aus dem NShrmediurr, ein enzymhaltiger Kultur- 
uber3cand gewonnen wird, der gegebenenf alls koazentriert 
wer/den <ann r und 

durch Chromatographies insbesondere durch lonenaus- 
tausch- und/oder hydrophobe interaktionschromatographie, 
das Enzym ge re inigt wird, 

4. Estergr jppenspaltendes Enzym nach einem der vorherigen 
Artspruche, wobei das Enzym durch folgende Parameter ge- 
kennzeichnzt ist: 

Moimasse: 27400 D (durch SDS-Gelelekt rcphorese bestimmtJ 
bzw. 262C0 D faus der Aminosauresequenz berechnet) 

Temp*raturoptimum/*bereich : 65°C (30-80°C) , 
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Temperaturstabilitat: 70*C/30 min, 

pH-Optirriurr./-bereich: 6- 7 (4- >?) , 

Isoeiekt rischen Punkt: 6,4. 

5- Estergrvppenspaltendes Enzym r^ch einem der vorherigen 
AnsprQche, gekennzeichnet durch die folgende Aminosaure- 
sequenz : 

ANPYERGPNP TDALLEASSG PFSVSESNVS RLSASGFGGG TIYYPREN 
NT YG A VATS P GYTGTEAS I A WLGERIASHG FVVTTIDTIT TLDQPDSRAE 
QLNAALNHMI NRASSTVRSR IDS3RLAVMG HSMGGGGTLR LASQRPDLKA 
AIPLTPWHLN KNWSSVTVPT LI IGADLDTI APVATHAKFF YNSLPSSISK 
AYLELDGATH FAPNIPNKII GKYSVAWLKP, FVDNDTRYTQ FLCPGPRDGL 
FGEVEEYRST CPF 
oder 

durch Substitution, Insertion Oder Deletion von Ami- 
nosSuren entstandene Mutanten, die isof unkt ioneile Enzy- 
me e:.yeben. 

6. Synthetisches Peptid oder Protein mit der Aminosaurese- 
quenz des estergruppenspaltenden Enzyms nach Anspruch 5 
Oder e^nes Teils dieser Sequenz davon. 
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I. Polyklor.aler AntikBrper, der spezifisch gegen ein ester- 
spaltendes Enzym nach einerr. der Anspruche 1 bis 5 cder 
gegen ein synthet isches Feptiu cder Protein nach An- 
sprcch 6 gerichtet ist. 

8. Monoklonaler Antikdrper, der spezifisch gegen ein ester- 
spaltendes Enzym nach einem der Anspruche 1 bis 5 oder 
geg en e j >n syntheti^ches Peptid oder Protein nach An- 
spruch 6 gerichtet ist. 

9. Hybridomzelle, die einen monoklonalen AntikSrper nach 
Anspruch 8 bildet. 

10. Estergruppenspaltende Zusammensetzung, die ein ester- 
gruppenspaltendes Enzym nach einem der Ansprilche 1 bis 5 
und/oder ein synthet ische? feptid oder Protein nach An- 
spruch 6 sowie cegebenenf ails zus3tzliche Enzyme, Stabi- 
ii3atoren, geeignete cb»rf lachenaktive Subs tan zen 
und/oder geeignete organische Lflsungsmittel enthalt. 

II. Estercruppenspaltende Zusarrv-ensetzung nach Anspruch 10, 
wobei die zusatzlichen Enzyme Hydrolasen, insbcsondere 
Esterasen, Proteasen, Cutinasen, Lipasen, Phosphoplipa- 
sen und Lysophosphoplipasen , sind- 

Esf.ergruppenspaitende Zusarrjrensetzung nach Anspruch 11, 
vcbei die Hydrolasen aus untsr Pseudomonas sp., Rizomu- 
cor miehei, Candida cylindracea, Candida antartica, As- 
pergiiius niger, Chromobacter ium viscosum, Commamonas 
acidovorans, Rhizopus arrhizus und Rhizopus delamar aus- 
gewahiten Mikroorganismen stamrr.en. 
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13. Verwendung eir.es estergruppenspaltenden Enzyrcs nach ei- 
nem der AnsprUche 1 bis 5 oder einss synthet ischen Pep- 
cids oder Proteins nach Anspruch 5 oder einer estergrup- 
penspaltenden Zusamrr.ensetzur.g nach einem der Anspruche 
10 bis 12 zum Abbau von Estergruppen enthaitenden nie- 
dermolekularen und/oder rakrc^olekularen synthet ischen 
oder natttrlichen Verbindungen . 

14. Verwendung nach Anspruch 13, wobei es sich bei den 
Estergruppen enthaltenden riakrcmolekularen Verbindungen 
um aliphat ische, cycloaliphat ische r aliphatisch-aroma- 
tische, teilaromatische oder aromatische Polyester bzw. 
Copolyester, Polyesteramide , Polyestercarbonat e oder ?o- 
lyesterurethane handelt, die kettenverlangert , vejrzweigt 
oder vernetzt sein kOnnen. 

15. Verwendung nach Anspruch 14, wobei die Estergruppen ent- 
haltenden makronolekularen Verbindungen Copoiyxnere, Mi- 
schuncen bzw. Blends, Compos its, Laminate oder Verkie- 
bungen mit anderen Werkstoffen bliden . 
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Zusammenf a 5 sung 

Die Erfindunc betrifft ein estergr uppenspaltendes Enzym, das er- 
hSltlich 1st, indem der Mikroorganismus Thermomonospora fusca in 
einem geeigneten N^hrmedium, gegebenenf alls in Anwesenheit eines 
Induktors, kultLviert wird. 
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Fig, 3 

Q59798 DNPYERGPA PTRASISAPR GPYAVSQTSV SSLWSGFGG 40 

Q560 03 ANFYERGPA PTNAS I EASR GPYATSQTSV SSLVASGFGG 4 0 

EGS-Enzym . ANPYERGPN PTDALLEASS GPFSVSEENV SRLSASGFGG 3 9 

Consensus .ANPYERGPA PT.ASTEASP GPYAVSQTSV SSLVASGFGG 4 0 

G5979S GTIYYPT3TG DGTFGAVWT PGFTATESSM AWLGPRLASQ 80 

Q5600S GTIYYPTSTA DGTFGAWIS PGFTAYQSSI AWLGPRLASQ 80 

EGS-Enzym GTIYYPRE- - NNTYGAVAIS PGYT3TEAS I AWLGERIASH 77 

Consensus GTI YYPTST . DGTFGAWIS PGFTATESSI AWLGPRLASQ 80 

Q59793 GFWFTIDTL TTLDQPDbKG RQMLAALDYL TER--SSART 118 

Q56003 GFWFTIDTN TTLDQPDSRG RQLL5ALDYL TQR — SSVRT lie 

EGS -Enzym GFWITIDTI TTLDQPDSRA EQLNAALNHM INRASSTVRS 117 

Consensus GFWFTIDT. TTLDQPDSRG RQLLAALDYL T.R..SSVRT 120 

Q59798 RXDGTRLGVI GHSMGGGGTL EAAKSRPSLK AAIPLTPWNL 158 

Q56008 RVDATRLGVM GHSMGGGGSL EAAKSRTSLK AAIPLTGWNT 159 

EGS-Enzym RIDSSRLAVM GHSMGGGGTL RLASQRPDLK AAIPLTPWHL 157 

Consensus RID . TRLGVM GHSMGGGGTL E . AKSRPSLK AAIPLTPWNL 160 

Q39798 DKTWPEVTTP TLWGADGDT VAPVATHAKP FYSSLPSSTD 198 

Q56008 DKTWPELRTP TLWGADGDT VAPVATHSKP FYESLPGSLD 198 

EGS - Enzym MKNWSSVTVP TLI IGADLDT IAPVATHAKP FYNSLPSSTS 197 

Consensus DKTWPEVTTP TLWGADGDT VAPVATHAKP FY.SLPSS.D 200 

Q5979S RAYLELNNAT HFAPNLSNTT IAKYSVSWLK RFIDDDTRYE 238 

Q56003 KAYLELRGAS HFTPNTSDTT IAKYSISWLK RFIDSDTRYE 238 

EGS-Enzym RAYLELDGAT HFAPNI PNKI IGKYSVAWLK RFVDNDTRYT 23 7 

Consensus RAYLEL . GAT HFAPN . SNTT IAKYSVSWLK RFID.DTRYE 240 

Q59793 QFLCPLPVPD R- -DIEEYRG TCPLGG 262 

Q5S008 QFLCPI PRP5 L- -TIAEYRG TCPHTS 262 

EGS-Enzym QFLCPGPRDG LFGEVEEYRS TCPF- - 261 



Q56O08: triacylglyceroi acyl hydrolase 
Q59798: triacylglyceroi lipase 
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